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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AGM agmatin 
BA biogeni amini 
CAD kadaverin 
DAP 1,3-diaminopropan 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
DNS 5-(dimetilamino)naftalen-1-sulfonil 
DP potencial za razbitje skupkov 
DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
EI elektronska ionizacija 
FLD fluorescentni detektor 
GABA γ-aminobutanojska kislina 
HIS histamin 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IS interni standard 
LC-MS tekočinski kromatograf sklopljen z masnim spektrometrom 
MF mobilna faza 
MQ Milli-Q voda, ultra-čista voda z nizko prevodnostjo 
MS masni spektrometer 
PEA β-fenetilamin 
PI produktni ion 
PrecIon prekurzorski ion 
PUT putrescin 
RNK ribonukleinska kislina 
ROS reaktivne kisikove zvrsti 
SIM način opazovanja izbranih ionov (ang. Single Ion Monitoring) 
SPD spermidin 
SPE ekstrakcija na trdno fazo (ang. Solid-Phase Extraction) 
SPM spermin 
TIC način opazovanja vseh ionov (ang. Total Ion Cromatogram) 
TRP triptamin 
TYR tiramin 
UV/Vis ultravijolično in vidno območje 
 
  
Optimizacija derivatizacije nekaterih aminov in identifikacija njihovih razgradnih 
produktov 
Povzetek: Poznavanje vsebnosti biogenih aminov je zanimivo na različnih področjih. 
Tako na področju človekovega zdravja novejše raziskave kažejo, da imajo nekateri 
poliamini antioksidativne lastnosti, blagodejno vplivajo na celične procese in zavirajo 
staranje. Nekatera živila že naravno vsebujejo določene biogene amine, katerih vsebnost 
se bistveno poveča, ko živilo ni več primerno za zaužitje. Tako je razvoj selektivne, 
zanesljive in dovolj robustne analizne metode z nizko mejo zaznave za določanje 
biogenih aminov bistvenega pomena. V magistrskem delu sem preverila vpliv različnih 
parametrov na potek derivatizacije z dansil kloridom. Derivatizacija omogoča ločbo 
biogenih aminov s tekočinsko reverznofazno kromatografijo in detekcijo z UV/Vis in 
fluorescentnim detektorjem. Optimizirala sem metodo, ki omogoča določanje biogenih 
aminov agmatina, triptamina, β-fenetilamina, putrescina, kadaverina, histamina, tiramina, 
spermidina in spermina v koncentracijskem območju 0,1 – 1,0 mg/L. Študirala sem tudi 
oksidativno razgradnjo spermina in spermidina s H2O2 in KMnO4. Na osnovi masnih 
spektrov sem dokazala, da pri razgradnji spermina nastaja putrescin, pri razgradnji 
spermidina pa putrescin in 1,3-diaminopropan. 
Ključne besede: biogeni amini, LC-MS, spermin, spermidin, oksidativna razgradnja 
Optimization of the derivatization of certain amines and identification of their 
degradation products 
Abstract: Knowing the exact content of biogenic amines in samples is relevant in 
different fields. Recent studies in the field of human health have shown that certain 
polyamines have antioxidative properties, positively affect cellular functions and slow 
down aging. Some types of food already contain certain biogenic amines in low 
concentrations, which increase when the food is no longer suitable for consumption. 
Therefore, the development of a selective, reliable and robust analytical method with a 
low limit of detection for determination of biogenic amines is of great importance. In the 
master's thesis, the influence of different parameters on the derivatisation with dansyl 
chloride was investigated. The derivatization allows the biogenic amines to be separated 
with liquid reverse-phase chromatography and to be detected by UV/Vis and fluorescence 
detectors. A method for determining the biogenic amines agmatine, tryptamine, β-
phenethylamine, putrescine, cadaverine, histamine, tyramine, spermidine and spermine 
in the concentration range 0,1 – 1,0 mg/L was optimised. In addition, oxidative 
degradation of spermine and spermidine was studied with H2O2 and KMnO4. On the basis 
of mass spectra, it was proven that spermine degrades to putrescine, while spermidine 
degrades to putrescine and 1,3-diaminopropane. 
Keywords: biogenic amines, LC-MS, spermidine, spermine, oxidative degradation
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1 Uvod 
1.1 Biogeni amini 
Biogeni amini so nehlapne in termično stabilne alifatske, aromatske ali heterociklične 
dušikove organske baze (Tabela 1). Nastanejo zaradi dekarboksilacije aminokislin ali z 
aminacijo in transaminacijo aldehidov in ketonov pri metabolnih poteh v bakterijah, 
rastlinah in živalih. Dekarboksilacija do aminov lahko poteče preko endogenih procesov 
z encimi dekarboksilazami, ki so naravno prisotni v različnih tkivih (npr. v nadledvičnih 
žlezah, jetrih in v belih krvničkah) ali amini nastanejo eksogeno, zaradi encimske 
razgradnje v črevesju. Monoamin oksidaza razgrajuje biogene amine in preprečuje, da bi 
prišlo do prekomerne resorpcije. Biogeni amini so pomemben vir dušika za anabolne 
procese v telesu, saj so prekurzorji proteinov, aminov, nukleinskih kislin, hormonov in 
alkaloidov. Običajno je nastanek biogenih aminov pri eksogenih procesih bolj znaten in 
problematičen.  
Tabela 1: Delitev biogenih aminov. 
Alifatski Aromatski Hetorociklični 
putrescin tiramin histamin 
kadaverin fenetilamin triptamin 
spermin   
spermidin   
 
Lastnosti preiskovanih biogenih aminov so zbrane v Tabeli 2.  
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Tabela 2: Molska masa, molekulska in strukturna formula izbranih biogenih aminov. 
Spojina Okrajšava 
Molekulska 
formula 
Strukturna formula 
Molska masa 
[g/mol] 
agmatin AGM C5H14N4 
 
130,19 
triptamin TRP C10H12N2 
 
160,22 
β-fenetilamin PEA C8H11N 
 
121,18 
putrescin PUT C4H12N2 
 
88,15 
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Spojina Okrajšava 
Molekulska 
formula 
Strukturna formula 
Molekulska 
masa [g/mol] 
kadaverin CAD C5H14N2 
 
102,18 
histamin HIS C5H9N3 
 
111,15 
tiramin TYR C8H11NO 
 
137,18 
spermidin SPD C7H19N3 
 
145,25 
spermin SPM C10H26N4 
 
202,34 
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1.2 Lastnosti biogenih aminov 
1.2.1 Pregled lastnosti 
Biogeni amini so pri nevtralnem pH protonirani, zato lahko tvorijo privlačne 
elektrostatske interakcije z mnogimi površinami celičnih makromolekul, kot je DNK, 
RNK in proteini. Diamin putrescin in triamin spermidin sta prisotna v praktično vseh 
organizmih in sta najbolj pogosta poliamina v prokariontskih celicah, medtem ko je v 
evkariontskih celicah prisoten še tetraamin spermin [1]. Poliamini so vključeni v razvoj 
rastline in se jih pogosto povezuje z abiotsko in biotsko odpornostjo proti stresu [1,2]. V 
zadnjih desetih letih se je povečalo zanimanje za vpliv zaužitih poliaminov rastlinskega 
izvora. V eni od študij so pokazali, da ima organsko pridelana zelenjava višjo vsebnost 
poliaminov kot zelenjava, pridelana na običajen način [3]. Poliamini pri človeku vplivajo 
na rast in delitev celic [4], torej imajo pomembno vlogo v razvoju otrok. Poliamini 
spodbujajo celično delitev [5], zato je pri ljudeh z rakom odsvetovano uživanje živil, 
bogatih s poliamini [6].  Poliamini pri človeku sodelujejo pri regulaciji hormonskega 
delovanja, uravnavanja ionskih kanalov in vzdrževanju homeostaze, zato so nujno 
potrebni v vseh obdobjih življenja. Človek ima več virov biogenih aminov, sinteza de 
novo v celici ter iz metabolitov iz zaužite hrane. S staranjem se sposobnost sinteze de 
novo zmanjša, ker se zmanjša aktivnost biosintetskega encima ornitin dekarboksilaze 
(ODC). Zato je zadosten, a zmeren vnos z živili še toliko pomembnejši pri odraslih in 
starejših. 
1.2.2 Pozitivni učinki biogenih aminov 
Novejše raziskave so pokazale, da imajo nekateri poliamini, kot so putrescin, spermidin 
in spermin, pozitiven vpliv na opravljanje in vzdrževanje celičnih funkcij. Vsebnost 
spermidina v celicah se med staranjem znižuje. Spermidin je izkazal načine delovanja, 
med katerimi zaenkrat še ni jasne povezave. Deluje protivnetno, antioksidativno, 
izboljšuje delovanje mitohondrijev in sodeluje pri regulaciji celičnega ravnotežja [7]. Pri 
mušicah je zmanjšal poslabšanje olfaktornega (vonjalnega) spomina zaradi staranja [8], 
preverjenega v T-labirintu. Ima učinke proti staranju, ker lahko sproži citoprotektivno 
avtofagijo in tako odstranjuje poškodovane proteine in organele, ki se nabirajo med 
staranjem [7]. Upadanje vsebnosti poliaminov pri človeku zaradi staranja sovpada s 
pojavom obolenj. Epidemiološke raziskave so pokazale, da dodaten vnos poliaminov pri 
ljudeh podaljša življenjsko dobo in zmanjša pojav bolezni, povezanih s staranjem, kot so 
srčno-žilna in rakasta obolenja ter nevrodegeneracija [6]. Povečanje vnosa poliaminov 
lahko pomaga v začetni stopnji izgube spomina, vendar škoduje pri bolnikih z razvito 
Alzheimerjevo in Parkinsonovo boleznijo [6]. 
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1.2.3 Antioksidativne lastnosti poliaminov 
Reaktivne kisikove zvrsti (ROS) so spojine, ki nastanejo kot posledica normalnih 
metabolnih procesov kisika v celici in imajo pomembno vlogo v celični signalizaciji in 
vzdrževanju homeostaze. Pod vplivom zunanjega stresa se lahko njihova koncentracija 
bistveno poveča in preseže kapaciteto antioksidativnih zaščit, ki vzdržujejo varne nivoje 
koncentracije ROS v celici. ROS povzročijo oksidacijo DNK, proteinov in maščobnih 
kislin v membrani celice, kar poškoduje celično strukturo in onemogoči membranske 
funkcije. Oksidativni stres je torej zelo občutljiv pokazatelj stresorjev. Nekaj preiskav [1,9] 
je pokazalo, da so celice z nižjo koncentracijo poliaminov bolj občutljive na oksidativen 
stres, torej poliamini verjetno sodelujejo pri zaščiti. Predlagana sta dva mehanizma, po 
katerih poliamini zaščitijo DNK pred oksidativnim stresom. Po prvem predlogu se 
poliamini lahko direktno vežejo na hidroksilne radikale [1], po drugem pa zaradi 
pozitivnega naboja elektrostatsko privlačijo negativno nabit DNK [10]. Spektroskopski 
podatki so potrdili, da se poliamini lahko vežejo na gvaninske baze in fosfatne skupine v 
DNK, med njimi najpogosteje spermidin in spermin [11]. Zaradi vezave je odboj manjši, 
zato se verige DNK lahko približajo. To zmanjša dostopna mesta hidroksilnih radikalov 
do DNK in zmanjša možnost oksidacije [12]. 
Glede dejanskega delovanja aminov kot antioksidantov še vedno obstajajo dvomi, saj je 
nekaj študij pokazalo tudi pro-oksidativno delovanje [2]. Nekateri raziskovalci [13] si 
prizadevajo razviti seve bakterij brez možnosti dekarboksilacije aminokislin, kar naj bi 
preprečilo kopičenje biogenih aminov. 
1.2.4 Določanje antioksidativnih lastnosti biogenih aminov 
Leta 1998 so preiskovali funkcijo spermina, ki se nahaja v mM koncentraciji v celicah 
[10]. Pokazali so, da je DNK zavarovana pred napadom prostih hidroksilnih radikalov v 
prisotnosti spermina, kar so spremljali z EPR spektroskopijo (elektronska paramagnetna 
resonanca). 
Razvoj hidroksilnih radikalov so v študiji spremljali z EPR spektroskopijo in ugotovili, 
da so preiskovani poliamini spermin, spermidin, putrescin in kadaverin močni lovilci 
hidroksilnih radikalov [12]. Njihov vpliv na singletni kisik je veliko manjši in je opazen le 
za spermin in spermidin pri višjih koncentracijah. 
Spermin deluje kot lovilec prostih radikalov v jetrnih mitohondrijih miši [11]. V odsotnosti 
Ca2+ inhibira porabo kisika za tvorbo H2O2 in v prisotnosti dodanih pro-oksidantov 
pripomore k ohranjanju permeabilnosti membrane. Predvidevajo, da spermin na 
terminalnih aminskih skupinah lovi proste hidroksilne radikale do tvorbe bis-N-
dihidroksispermina. Sledi spontana dehidratacija in nastanek spermin-bis-oksima, ki 
hidrolizira do spermin dialdehida. 
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Antioksidativne lastnosti spermidina in spermina so povezane z lovljenjem prostih 
radikalov pri lipidni peroksidaciji [14]. Ta sposobnost se je zelo razlikovala za različne 
spojine, s katerimi so generirali reaktivne zvrsti tiobarbiturne kisline in je v nekaterih 
primerih postala znatna šele pri višjih koncentracijah od fizioloških. Vedno je spermin 
izkazal močnejši antioksidativni učinek od spermidina. Spermin (IC50 0,55 mM) je 
močnejši antioksidant od spermidina (IC50 0,80 mM)  tudi v in vivo študiji [15] 
lipoperoksidacije s H2O2/Fe
2+ v parazitskih evglenofitih Trypanosoma cruzi. Putrescin in 
kadaverin nista imela antioksidativnega učinka. Pri poliaminih ni možna vezava 
superoksidnega aniona in tako ni vpliva na regulacijo superoksid dismutaze in 
peroksidaze, ki sta antioksidativna encima. 
Kapaciteta absorpcije kisikovih radikalov (OPAC) je metoda za določanje 
antioksidativnih lastnosti bioloških vzorcev in vitro, zasnovana na določanju oksidativne 
razgradnje fluorescina v zmesi z radikalskim iniciatorjem. Podoben test za določanje 
antioksidativne kapacitete je tudi s Folin-Ciocalteujevim reagentom (FCR) in Troloks 
ekvivalentnim testom (TEAC, ang. Trolox equivalent antioxidant capacity). 
Bolj sistematično testiranje posameznih biogenih aminov [16] so raziskovali z in vitro 
testiranjem po metodi Folin-Ciocalteuja, DPPH, encimatsko in preko inhibicije lipidne 
peroksidacije. Sposobnosti encimov, da oddajo elektrone oksidantom, so dodatno 
študirali s ciklično voltametrijo.  
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je stabilen prosti radikal, ki je v raztopini intenzivno 
vijolične barve. Test temelji na sposobnosti antioksidanta, da nevtralizira DPPH, pri tem 
postane raztopina bledo rumene barve. Za SPM, SPD, PUT in CAD ni bilo odziva na 
DPPH radikal, prav tako ni bilo odziva na encimskem testu, ker nimajo fenolne strukture. 
Triptamin, tiramin, dopamin in serotonin, ki vsebujejo fenolno oz. polifenolno strukturo, 
so na testih izkazali znaten antioksidativen odziv [16]. 
Preučevali so tudi sposobnost aminov, da inhibirajo peroksidacijo linolne kisline v 
natrijevem dodecil sulfatu (SDS) [17]. Tukaj so delovali tudi alifatski poliamini, še vedno 
pa je bila pri aromatskih večja sposobnost inhibicije. Avtorji so zaključili, da običajne 
metode za določanje antioksidativnih lastnosti niso zanesljive, ker temeljijo na prisotnosti 
fenolne strukture, kar gotovo ni primerna posplošitev zelo kompleksnih reakcij, ki 
potekajo z ROS [16]. Rezultati nakazujejo, da alifatski poliamini inhibirajo peroksidacijo 
preko ROS in ROS-induciranih zvrsti, ki nastajajo tudi pri lipidni peroksidaciji membran. 
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1.2.5 Biogeni amini v hrani 
Biogeni amini so naravno prisotni v vseh živilih, ki vsebujejo proteine ali proste 
aminokisline, kot so ribe in ribji izdelki, mesni in mlečni izdelki, vino in pivo, sadje in 
zelenjava…  
Spremljanje vsebnosti biogenih aminov v hrani je pomembno področje, saj je povečana 
vsebnost biogenih aminov v nefermentiranih živilih pogosto znak kvarjenja hrane. 
Zauživanje biogenih aminov iz hrane v običajnih količinah je za človeka varno, saj je 
njihovo kopičenje preprečeno z delovanjem amin oksidaz, ki hitro razgradijo te spojine 
[18]. Histamin, tiramin in β-feniletilamin so spojine, ki vplivajo na velikost krvnih telesc 
in lahko povišajo (ali znižajo) krvni tlak. Amino-metabolni encimi, kot so monoamin 
oksidaza (MAO), diamin oksidaza (DAO) in poliamin oksidaza (PAO) ne uspejo 
presnoviti povišane vsebnosti poliaminov [17]. 
Histamin ali 4-(2-aminoetil)imidazol je primarni heterociklični amin, ki nastane z 
dekarboksilacijo aminokisline L-histidin. Ima pomembno vlogo v regulaciji fizioloških 
procesov v črevesju in deluje kot prenašalec živčnih signalov. Histamin se pri prebavi 
zaužite hrane absorbira v krvni obtok, zato je prekomerna vsebnost histamina v hrani 
težavna in povzroča skombroidno zastrupitev. Najpogostejša zastrupitev z biogenimi 
amini je s histaminom zaradi nepravilnega shranjevanja rib. Ribe vsebujejo visoke 
količine prostega histidina in drugih aminokislin v mišičnih tkivih, ki je primeren medij 
za rast bakterij [19], ki dekarboksilirajo histidin do histamina.  
Pri prekomernem vnosu histamina pride do simptomov zastrupitve že 30 min po zaužitju 
in trajajo od 3 h do nekaj dni [20]. Simptomi zastrupitve so izpuščaji, občutek slabosti, 
bruhanje, glavobol, vrtoglavica in zatekanje obraza ter jezika. Danes je edina uradna 
regulacija za vsebnost biogenih aminov predpisana le za histamin. FDA in Evropska 
komisija omejujeta dovoljeno koncentracijo histamina v hrani splošno na 50 mg/kg in 
100 mg/kg v ribah [21,22]. V vinu je glede na slovensko zakonodajo dovoljena 
koncentracija do 2 mg/L [23]. Histamin sam ne povzroča hude zastrupitve, ki je posledica 
dodatno prisotnega putrescina in kadaverina [24] v pokvarjenih ribah.  
Poleg histamina so biološko aktivni tudi triptamin, fenetilamin in tiramin (Tabela 3), ki 
vplivajo na krvni tlak. Toksičnost tiramina v hrani ni problematična le z vidika zastrupitve 
s samim tiraminom, vendar lahko nastopi hipertenzijska kriza zaradi reakcije z 
inhibitorjem monoamin oksidaze (MAOI). Nekateri amini lahko v telesu tudi tvorijo 
nitrozamine, ki so povezani z nastankom več vrst raka [24]. 
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Tabela 3: Nekateri biogeni amini in njihovi učinki na človeka [25]. 
Amin Prekurzor Vpliv na človeka 
histamin histidin 
sprošča adrenalin in noradrenalin, vzbuja 
gladke mišice v črevesju, maternici in dihalih, 
vpliva na senzorične in motorične nevrone 
tiramin tirozin 
vazokonstrikcija, poveča krvni tlak, poveča nivo 
sladkorja v krvi, povzroča glavobol 
putrescin 
in 
kadaverin 
ornitin in 
lizin 
hipotenzija, znižata srčni utrip, trismus, 
povečata učinke ostalih aminov 
fenetilamin fenilalanin 
sprošča noradrenalin, poveča krvni tlak in 
migrene 
triptamin triptofan poveča krvni tlak 
 
1.3 Analizne metode za določanje biogenih aminov 
Spremljanje vsebnosti biogenih aminov je postalo možno z razvojem različnih analiznih 
metod. Za določanje biogenih aminov v hrani ni le ene metode, saj je hrana raznolika in 
je zelo kompleksna matrica. Običajno je prisotno večje število različnih biogenih aminov 
in veliko interferenc, ki otežujejo ekstrakcijo, kar je prvi korak analize po vzorčenju. 
Najpogosteje se za ekstrakcijo uporablja perklorno, trikloroocetno ali klorovodikovo 
kislino in organska topila. Za mlečne izdelke se običajno uporablja ekstrakcija z 
metanolom pri povišani temperaturi [20]. Za ločbo biogenih aminov je v rabi veliko 
raznolikih tehnik, med katerimi so najbolj razširjene kromatografske tehnike, kot je 
tankoplastna kromatografija (TLC), plinska kromatografija (GC) in tekočinska 
kromatografija (HPLC). Omenjene tehnike omogočajo separacijo in identifikacijo 
aminov ali njihovih derivatov. Razvitih je bilo tudi nekaj biosenzorjev z imobiliziranimi 
encimi (MAO, DAO, putrescin oksidaza…) za specifično detekcijo enega od biogenih 
aminov [26]. Njihove prednosti so predvsem v cenovni dostopnosti, kratkem času analize, 
prenosu in preprosti uporabi. Težave se običajno pojavijo zaradi izgube občutljivosti, 
kratke življenjske dobe (1 mesec) in neselektivnosti.  
Ena izmed prvih metod iz leta 1977 za določanje histamina v ribah [27] je vključevala 
ekstrakcijo z metanolom, ekstrakcijo histamina na anionsko izmenjevalni koloni in 
derivatizacijo z o-ftalaldehidom (OPA) in fluorimetrično detekcijo. Kasneje so 
uporabljali tudi kationsko izmenjevalne kolone [28].  
Ker se v hrani skupaj pojavljajo različni biogeni amini, je potrebna uporaba separacijskih 
tehnik. Mietz in Karmas sta leta 1978 razvila HPLC metodo za sočasno določanje 
histamina, kadaverina, putrescina, spermidina in spermina po predkolonski derivatizaciji 
z dansil kloridom. Razvilo se je več tovrstnih metod s predkolonsko derivatizacijo, vendar 
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so te metode zamudne zaradi predpriprave. Težave se lahko pojavijo pri nepopolni 
derivatizaciji, ki vodi do nastanka stranskih produktov, ki motijo določitev. Razvili so 
tudi nekaj metod s pokolonsko derivatizacijo [29], kjer so v eluent dodali ninhidrin ter 
reakcijo derivatizacije sprožili s segrevanjem po separaciji. Konec 90. let se je zaradi 
ekonomskih razlogov in nedostopnosti HPLC instrumentov precej razvila analiza na 
osnovi TLC ločbe [25]. Težava vseh kromatografskih tehnik za določanje biogenih aminov 
je, da so časovno zamudne in z vidika spremljanja svežine hrane med proizvodnim 
postopkom ali med transportom neprimerne. Analize trajajo nekaj ur, kar je neprimeren 
čas npr. za čakanje tovornjaka ali ladje, ki prenaša živila v tovarno, ker se v tem času 
koncentracija biogenih aminov lahko bistveno poveča in rezultati niso več 
reprezentativni. Za takšno hitro spremljanje so razvili tudi semi-kvantitativno TLC 
tehniko [30], ki je preprosta, poceni in širše uporabna za rutinske kontrole. Izboljšave 
obstoječih metod slonijo predvsem na optimizaciji derivatizacije, topil za ekstrakcijo in 
odstranjevanja interferenc.  
Biogene amine je možno določati tudi direktno na ionsko-izmenjevalnih kolonah z 
oktilaminskim ali heptansulfonatnim ionsko-parnim reagentom in naknadno ločbo 
dabsilnih derivatov [26]. 
S širšo dostopnostjo HPLC instrumentov tudi v manjših državnih laboratorijih je raba 
TLC tehnik nekoliko zamrla. Danes se koncentracije biogenih aminov rutinsko spremlja 
s HPLC instrumenti v kombinaciji s primerno stabilizacijo vzorcev.  
1.3.1 HPLC metode za določanje aminov 
Pri kompleksnih matricah, kot so vzorci hrane, je bistvenega pomena izolacija analitov 
od moteče matrice. Vse metode temeljijo na začetni izolaciji BA iz trdne matrice z 
nakisanjem, pri tem se BA protonirajo in jih lahko izoliramo z ekstrakcijo tekoče-tekoče 
(običajno v HClO4) ali ekstrakcijo na trdno fazo (SPE). SPE se je izkazala za bolj 
učinkovito od klasične ekstrakcije tekoče-tekoče zaradi raznovrstne izbire sorbentov in 
manjše porabe organskih topil. Nekatera literatura [31] navaja uporabo polivinilpirolidona 
(PVP) za čiščenje vzorca pred kromatografsko ločbo, vendar PVP absorbira poleg ciljnih 
polifenolov tudi BA ter tako znatno zniža njihovo koncentracijo v vzorcu. 
Yoon in sodelavci [18] so pri optimizaciji metode izbrali štiri različne kategorije živil glede 
na različne vsebnosti vode in maščob, ki so glavne interference. Jabolčni sok je bil 
predstavnik nemastnih tekočih živil, koruzno olje je predstavljalo tekoče mastno živilo, 
kaša iz riža je predstavljala trdno nemastno živilo, arašidovo maslo pa trdno mastno 
živilo. Vzorce so zmešali s perklorno kislino, dodali interni standard 1,7-diaminoheptan, 
jih homogenizirali in pustili pri 4 °C za 2 h, nato centrifugirali pri 3000 g pri 4 °C za 10 
min. Supernatant so zbrali, preostanek pa še enkrat ekstrahirali. Združen supernatant so 
filtrirali skozi filter papir 'beli trak'. Ben-Gigirey in sodelavci [32] so opisali postopek 
derivatizacije ekstrahiranih aminov: 1 mL ekstrakta (ali standardne raztopine) so zmešali 
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z 200 μL 2 M NaOH in 300 μL nasičene raztopine NaHCO3. Nato so dodali 2 mL 10 
mg/mL raztopine dansil klorida v acetonu. Reakcijsko mešanico so pustili za 45 min pri 
40 °C. Presežen dansil klorid so nevtralizirali s 100 μL 25 % NH3, pustili 30 min pri 25 
°C. Nato so dopolnili z acetonitrilom do 5 ml, centrifugirali 5 min pri 3000 g in 
supernatant filtrirali čez 0,2 μm filter. Ločba je potekala na RP-HPLC sistemu z mobilno 
fazo iz 0,1 M amonijevega acetata in acetonitrila. Avtorji so poročali o ponovljivih 
izkoristkih ekstrakcije, a so navedli široko koncentracijsko območje umeritvene premice 
s šestimi umeritvenimi točkami, ki niso bile enakomerno porazdeljene. 
Mazzucco in sodelavci [33] so poleg biogenih aminov določali tudi aminokisline. Vzorce 
so homogenizirali z dodano 0,1 M HCl, centrifugirali in zbrali supernatant. Derivatizacija 
je potekala po nekoliko modificiranem, a podobnem postopku kot pri Ben-Gigireyu in 
sodelavcih [32]. Za ločbo in detekcijo so uporabljali RP-HPLC-MS sklopitev. Mobilna 
faza iz 9 mM amonijevega formata in acetonitrila se ja gradientno spreminjala, kar so 
avtorji optimizirali z eksperimentalnim načrtom in nevronsko mrežo. Tudi drugi članki 
[18,34–39] na podobno tematiko v večini primerov za določevanje biogenih aminov s HPLC 
uporabljajo derivatizacijo z dansil kloridom.  
Pomembno področje za spremljanje koncentracije BA je tudi vinarstvo. Standardna 
metoda za določanje BA v vinih je OIV-MA-AS315-18 [40], kjer derivatizacija poteka z 
orto-ftalaldehidom (OPA). OPA je zelo občutljiv reagent, ki se uporablja za 
fluorescenčno detekcijo aminov in tiolov v raztopinah. Največkrat se uporablja za 
določanje aminokislin, proteinov in peptidov v kombinaciji s kapilarno elektroforezo in 
kromatografijo. OPA je dialdehid, ki z nukleofili običajno reagira na obeh karbonilnih 
skupinah. Po standardni metodi poteka derivatizacija pri izbranem pH v boratnem pufru. 
Z amini reagira ob prisotnosti tiolov, nastali produkt maksimalno absorbira svetlobo pri 
330-390 nm ter fluorescira v območju 436-475 nm. Reakcija s primarnimi amini je hitra 
(1 min), priporočena je uporaba predkolonske derivatizacije. Ker so nastali produkti 
nestabilni (signal po 3 min začne hitro upadati), je derivatizacija z OPA primerna 
predvsem za avtomatizirane pretočne sisteme. 
Primerni derivatizacijski reagenti za amine so tudi  ninhidrin, dabsil klorid, benzoil klorid, 
fluorescin, 4-kloro-3,5-dinitrobenzotrifluorid (CNBF), 1,2-naftokinon-4-sulfonat (NQS) 
in 6-aminokinolin-N-hidroksisukcinimidi (AQC). Glede na pregledano literaturo, se je 
derivatizacija z dansil kloridom izkazala za najprimernejšo za določanje z reverzno-fazno 
HPLC. Primerljiva alternativa je tudi benzoil klorid, ki je manj občutljiv na svetlobo [26]. 
1.4 Ločba in detekcija biogenih aminov 
Za določanje je najpogostejše uporabljena tehnika reverzno-fazna tekočinska 
kromatografija s predkolonsko derivatizacijo. Običajno metode vključujejo ekstrakcijo 
biogenih aminov s kislino iz živila in derivatizacijo z dansil kloridom, dabsili, OPA ali 
drugimi reagenti. Namen derivatizacije BA je dvojen. Na eni strani z derivatizacijo 
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dosežemo možnost spektrofotometrične ali fluorimetrične detekcije z nižjimi mejami 
zaznave, ker uvedemo v strukturo aromatske obroče, saj nekateri BA nimajo kromoforja. 
Sami biogeni amini absorbirajo svetlobo pri nizkih valovnih dolžinah, z derivatizacijo pa 
premaknemo absorpcijski vrh proti višjim valovnim dolžinam. Na drugi strani pa z 
derivatizacijo zmanjšamo tudi polarnost analitov, da postanejo le-ti primernejši za 
interakcije z nepolarno kromatografsko kolono. 
1.4.1 Derivatizacija z dansil kloridom 
Derivatizacija s 5-(dimetilamino)naftalen-1-sulfonil kloridom (dansil klorid, DNS-Cl) 
poteče s primarnimi in sekundarnimi aminskimi skupinami na alifatih in aromatih. Pri 
reakciji nastanejo sulfonamidi, ki fluorescirajo. Njihovo fluorescenco lahko še dodatno 
izboljšamo z dodatkom ciklodekstrinov [41]. Prav zaradi fluoresciranja se derivatizacijo z 
dansil kloridom pogosto uporablja za določanje aminokislin, označevanje proteinov in pri 
preučevanju zvijanja proteinov kot značko za triptofan, saj je med njima možen prenos 
resonančne energije (FRET). Pri uporabi dansil klorida se za topilo ali mobilno fazo ne 
uporablja DMSO, ker v njem dansil klorid hidrolizira do dansilsulfonske kisline [42]. 
Hidroliza lahko poteče tudi v močno bazičnem mediju (Slika 1). 
Vsi postopki derivatizacije temeljijo na začetni izolaciji biogenih aminov iz matrice z 
nakisanjem. Pri tem se amini protonirajo, sledi ekstrakcija tekoče-tekoče (običajno v 
HClO4 ali HCl) ali ekstrakcija na trdno fazo (SPE). Ekstrakt se nato naalkali, da se amini 
deprotonirajo in pretvorijo zopet v nevtralno obliko, ki je zaradi prostega elektronskega 
para na dušiku nukleofilna. Tako lahko poteče nukleofilna substitucija na 
derivatizacijskem reagentu sulfonil kloridu. Pri tem izstopi kloridni ion, nastane 
sulfonamid izhodnega amina (Slika 2). Za ustrezno derivatizacijo je potreben bazičen pH 
in zadostno visoka temperatura, da reakcija poteče v zmernem času.  
Pri derivatizaciji je potrebno biti pozoren na stopnjo derivatizacije, ker ima mnogo BA 
več aminskih skupin. Tako lahko nastanejo mono-, di- ali poli- derivati v različnih 
razmerjih, če derivatizacija ni optimizirana [43]. To lahko preprečimo z uporabo reagenta 
v presežku, da zreagirajo vse reaktivne aminske skupine. Vendar lahko to vodi do pojava 
interferenc na koloni in popačenja kromatografskih vrhov. Običajno se uporablja pH med 
Slika 1: Hidroliza dansil klorida v bazičnem mediju. 
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9 in 11, saj so pri tem pH amini v nevtralni obliki, hkrati pa koncentracija OH- ni 
previsoka, da bi potekala hidroliza. 
 
Reakcijski časi se po literaturi precej razlikujejo (20-60 min) pri zmernih temperaturah 
(40-70 °C). Derivate detektiramo spektrofotometrično pri 250 in 320 nm ali 
fluorimetrično (λeks=320 nm, λem= 520 nm). Presežek reagenta povzroča tudi 
spektroskopske in fluorescenčne interference, zato je priporočljivo presežek odstraniti 
(reakcija z amonijakom). 
Pri optimizaciji derivatizacije so nekateri avtorji [44] preverjali vpliv koncentracije 
derivatizacijskega reagenta med 5, 10, 15, 20 in 25 mg/mL, pri čemer so se odločili za 
10 mg/mL, saj višje koncentracije niso vodile do povečanja signalov. Preverjali so tudi 
vpliv pH 8,5; 9; 9,5 in 10. pH so regulirali z dodajanjem 0,4 M Na2CO3. Izbrali so pH 9, 
saj je bila intenziteta vrhov najvišja. Standardne raztopine vsakega amina so derivatizirali 
po 20, 30, 40, 50 in 60 min, pri čemer so izbrali 60-minutno derivatizacijo.   
Slika 2: Nastanek sulfonamidov iz primarnih in sekundarnih aminov.  
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1.5 LC-MS 
1.5.1 Določanje poliaminov z MS 
Poliamini so majhne, v večini alifatske, organske molekule z veliko gostoto naboja. Pri 
določevanju z MS se nahajajo v nizkem območju m/z, kjer se lahko pojavi veliko 
interferenc, še posebno pri analizi realnih bioloških vzorcev. Molsko maso biogenih 
aminov se lahko poveča z derivatizacijo, pri čemer je primerna derivatizacija z dansil 
kloridom (234 Da), ki znatno poveča maso molekule, saj se derivatizirata vsaj 2 skupini 
na posamezno molekulo. Dansilirani amini se tudi lažje ionizirajo kot prosti amini. 
1.5.2 Delovanje masnega spektrometra 3200 QTRAP 
Ionizacija na masnem spektrometru je bila elektrorazprševanje v pozitivnem načinu 
(ESI+), ki spada pod desorpcijske ionizacijske metode. ESI je primerna ionizacija za 
tovrsten sistem, ker z običajnimi ionizacijskimi tehnikami (EI, CI) določujemo pretežno 
analite, ki jih je možno predhodno upariti. ESI je ustaljen vmesnik za sklopitev tekočinske 
ali kapilarne elektroforezne kromatografije z MS. Uporabljen 3200 BA Sciex instrument 
je primeren za kvalitativno analizo majhnih molekul z molsko maso pod 1000 Da v 
tekočih vzorcih. Za namen identifikacije in določevanja ali potrjevanja strukture spojine 
je primerna tandemska masna spektroskopija.  
Kvadrupolna tandemska MS QqQ je oblika tandemske masne spektroskopije v prostoru. 
Ioni iz ionskega izvira potujejo skozi zunanjo vzorčevalno odprtino (ang. Curtain Plate), 
kjer nevtralne delce odnese tok dušika, da v prvi kvadrupol vstopijo le nabiti delci. Nabiti 
skupki (»klastri«) gredo skozi majhno odprtino na plošči, kjer je vzpostavljen potencial, 
ki razbije nabite skupke na posamezne ione (DP, ang. Declustering Potential). Ioni 
najprej prispejo v kvadrupol Q0, kjer se fokusirajo. V prvem kvadrupolu (Q1) poteka 
ločevanje ionov glede na njihovo razmerje masa/naboj (m/z), v trkovni celici q2 (ang. 
Collision Cell), lahko nastanejo fragmenti zaradi trka z molekulami dušika,  v tretjem 
kvadrupolu Q3 se ločijo nastali nabiti fragmenti.  
1.5.3 Sklopitev LC-MS 
Pri sklopitvi tekočinske kromatografije z masnim spektrometrom poznamo več načinov 
snemanja. V načinu snemanja TIC (ang. Total Ion Chromatogram) je kromatogram 
rezultat vsote intenzitet vseh ionskih tokov, merjenih v celotnem masnem območju. V 
načinu snemanja SIM (ang. Selected-ion Monitoring) na masnem spektrometru merimo 
le ionske tokove izbranih m/z.  
V načinu snemanja produktnih ionov (ang. Product Ion scan, PI) se na Q1 izbere želen 
ion, ki se v trkovni celici q2 fragmentira. Q3 loči vse nastale produktne ione in jih prepusti 
do detektorja.  
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Pri pregledovanju prekurzorskih ionov (ang. Precursor Ion scan, PrecIon) Q3 prepušča 
na detektor le izbrane m/z, medtem ko Q1 prepušča vse ione [45]. Težava tovrstnih trojnih 
kvadrupolnih instrumentov je slaba transmisija ionov med Q1 in Q3.  
Pri tovrstnih načinih snemanja (TIC, SIM, PrecIon, PI) je razmerje signal/šum odvisno 
od optimizacije parametrov, kot je potencial za razbijanje skupkov (DP), vhodni potencial 
(EP, ang. Entrance Potential) in trkovna energija (CE, ang. Collision Energy) [45].  
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2 Namen dela 
Namen magistrskega dela je bil optimizirati metodo za določanje biogenih aminov. 
Biogeni amini so bazične dušikove spojine, ki nastajajo kot običajen produkt 
dekarboksilacije aminokislin ali aminacije in transaminacije aldehidov in ketonov v 
mikrobiotskem, rastlinskem in živalskem metabolizmu. V telesu imajo pomembno vlogo, 
ker so vir dušika za izgradnjo hormonov, alkaloidov, nukleinskih kislin, proteinov in 
aminov. Poleg tega lahko zavirajo staranje, zmanjšujejo karcinogenezo in delujejo 
antioksidativno. V magistrskem delu sem želela preveriti vpliv različnih parametrov, kot 
so čas derivatizacije, temperatura in pH, na derivatizacijo biogenih aminov z dansil 
kloridom. Namen magistrskega dela je bil optimizirati selektivno, občutljivo in robustno 
HPLC metodo z uporabo UV/Vis in fluorescentnega detektorja s čim nižjo mejo določitve 
za določanje biogenih aminov agmatina, triptamina, β-fenetilamina, putrescina, 
histamina, kadaverina, tiramina, spermidina in spermina. Nekatera literatura [1] navaja 
antioksidativne lastnosti poliaminov v hrani, zato sem želela identificirati nastale 
produkte pri oksidaciji spermina in spermidina s H2O2 in KMnO4. 
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3 Eksperimentalni del  
Pri delu sem uporabljala kemikalije, navedene v Tabeli 4. 
Tabela 4: Uporabljene kemikalije pri eksperimentalnem delu. 
Kemikalija Formula Proizvajalec Čistost 
1,7-diaminoheptan C7H18N2 Sigma-Aldrich 98 % 
agmatin sulfat C5H14N4·H2SO4 Sigma-Aldrich ≥97 % 
dansil klorid C12H12ClNO2S  Sigma-Aldrich ≥99 % 
fenetilamin C8H11N Sigma-Aldrich 99 % 
GABA C4H9NO2 Sigma-Aldrich ≥99 % 
histamin C5H9N3  Sigma-Aldrich ≥97,0 % 
kadaverin C5H14N2 Sigma-Aldrich ≥96,5 % 
putrescin C4H12N2 Sigma-Aldrich ≥98,5 % 
spermidin C7H19N3 Sigma-Aldrich ≥98 % 
spermin C10H26N4 Sigma-Aldrich ≥97 % 
tiramin C8H11NO Sigma-Aldrich ≥98,5 % 
triptamin C10H12N2 Sigma-Aldrich ≥98 % 
Katalaza EC 1.11.1.6  Sigma-Aldrich  
MQ voda H2O Milli-Q Millipore  
aceton CH3COCH3 Honeywell ≥99,8 % 
acetonitril CH3CN Fischer Scientific ≥99,9 % 
n-heksan CH3(CH2)4CH Honeywell ≥95 % 
37 % HCl HCl Honeywell  
NaOH NaOH Merck p.a. 
30 % H2O2 H2O2 Belinka Perkemija  
KMnO4 KMnO4 Kemika 99,5 % 
25 % NH3 NH3 Gram-Mol  
Na2CO3 Na2CO3 Merck ≥99,9 % 
NaHCO3 NaHCO3 Merck p.a. 
 
3.1 Derivatizacija aminov z dansil kloridom 
3.1.1 Priprava standardov 
Trdne standarde sem natehtala na mikro tehtnici v izoblikovani tehtalni ladjici iz 
aluminijaste folije, tekoče pa odmerila z avtomatsko batno pipeto. Natehtane trdne 
standarde sem skupaj s tehtalno ladjico iz aluminijaste folije prenesla v plastično 
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epruvetko in ustrezno razredčila z 0,4 M HCl, ter po raztapljanju s pinceto odstranila 
aluminijasto folijo. Če folije nisem odstranila, se je le-ta po nekaj dneh začela raztapljati 
po reakciji:  
2 Al(s) + 6 HCl(aq)  2 AlCl3(aq) + 3 H2(g) 
Tekoče standarde (PEA, SPD, CAD, PUT) sem odpipetirala po 10 μL ter glede na njihovo 
gostoto ustrezno razredčila z 0,4 M HCl (Tabela 5).  
Tabela 5: Gostote tekočih standardov. 
Amin ρ [g/mL] 
PEA 0,962 
PUT 0,877 
SPD 0,925 
SPM 0,873 
3.1.2 Priprava kemikalij 
Raztopino derivatizacijskega reagenta s koncentracijo 10 mg/mL sem pripravljala sproti. 
Pripravljena raztopina je bistra in živo rumene barve. Za reakcijo derivatizacije je 
potrebno zagotoviti tudi ustrezno bazičen medij, da pride do tvorbe tioamidnega derivata. 
2 M raztopino NaOH sem pripravila z raztapljanjem 4,0 g trdnega NaOH v 50 mL MQ 
vode (Milli-Q voda z visoko električno upornostjo 18,2 MΩcm, filtrirana čez 0,2 μm 
filter) ter ga hranila v plastični posodi. Nasičeni raztopini NaHCO3 in Na2CO3 sem 
pripravila z raztapljanjem večje količine NaHCO3 ali Na2CO3, kot je njegova topnost pri 
sobni temperaturi (96 g NaHCO3/L (20 °C) in 17 g Na2CO3/L (20 °C), v 50 mL MQ vode. 
0,4 M HCl sem pripravljala z razredčenjem 37 % HCl v MQ vodi. 
3.1.3 Priprava mešanih standardnih raztopin za umerjanje UV/Vis in 
fluorescentnega detektorja Agilent 1260 
Za umeritveno premico sem pripravila raztopine v koncentracijskem območju 0,05 do 10 
mg/L, s tremi ponovitvami na vsaki koncentracijski stopnji. Iz 1 mg/mL standardnih 
raztopin aminov (AGM, TRP, PEA, PUT, CAD, HIS, IS, TYR, SPD in SPM) sem 
pripravila 10 mg/L mešano standardno raztopino z razredčevanjem z 0,4 M HCl. Iz 10 
mg/L mešane standardne raztopine sem z ustreznim redčenjem z 0,4 M HCl pripravila 8, 
5, 3 in 1 mg/L raztopine, iz 1 mg/L mešane standardne raztopine pa 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1; 
0,08 in 0,05 mg/L mešane standardne raztopine aminov. 
3.1.4 Postopek derivatizacije 
Derivatizacija je potekala v plastičnih mikrocentrifugirkah. Postopek derivatizacije je  
prirejen po literaturi [32]. V 1,5 mL plastično mikrocentrifugirko sem z avtomatsko batno 
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pipeto odmerila 250 μL raztopine aminov in ji dodala 50 μL 2 M NaOH in 75 μL nasičene 
raztopine NaHCO3 ter premešala na vrtičniku. Nato sem v raztopino dodala 500 μL 10 
mg/mL raztopine DNS-Cl, zopet premešala in za 60 min pustila na 40 °C v grelnem bloku. 
V tem času je raztopina iz živo rumene barve bledela ter se skoraj popolnoma razbarvala. 
Po 60 min sem reakcijo ustavila z dodatkom 25 μL 25 % raztopine amonijaka, ter pustila 
na sobni temperaturi za 30 min. Nato sem mikrocentrifugirko dopolnila s 350 μL 
acetonitrila do skupnega volumna 1,25 ml. Raztopino sem prenesla čez 0,45 μm najlonski 
filter Chrom4 v vialo. 
Pri preučevanju razgradnje aminov sem zaradi prisotnosti oksidantov, ki lahko razgradijo 
tudi dansil klorid, dodala 600 μL derivatizacijskega reagenta, 30 μL vodne raztopine 25 
% NH3 in 245 μL acetonitrila. 
3.2 HPLC metoda z UV/Vis in fluorescentno detekcijo 
HPLC metodo sem povzela iz literature [46]. Ločba aminov po derivatizaciji poteka na 
koloni Kinetex XB-C18 (5 μm, 100 Å, 150 x 4,6 mm). Za ločbo je bila uporabljena 
gradientna elucija z mobilno fazo, sestavljeno iz MQ vode in acetonitrila (Tabela 6). 
Začetna vsebnost acetonitrila je bila 40 %, s pretokom 0,7 mL/min. Uporabljala sem 
UV/Vis detektor pri 254 nm in fluorescentni detektor z λekscitacije = 350 nm in λemisije = 
520 nm. Vsa topila in voda so bila primerne čistosti za HPLC. 
Tabela 6: Elucijski gradient metode. 
Čas [min] Acetonitril [%] MQ voda [%] 
0 40 60 
25 80 20 
30 100 0 
35 100 0 
40 40 60 
 
Na reverzno-fazni koloni se bolj nepolarni derivati močneje vežejo ter se eluirajo kasneje, 
polarnejši (krajši) derivati BA po koloni potujejo hitreje in se eluirajo prej. 
3.3 Primerjava detektorjev za določanje derivatiziranih aminov 
Derivatizirane amine sem določala s HPLC instrumentom HP Agilent 1100 z zaporedno 
sklopljenim UV/Vis in fluorescentnim detektorjem. Signal na UV/Vis detektorju sem 
spremljala pri valovni dolžini 254 nm. Med raziskovalnim delom sem primerjala tri 
fluorescentne detektorje: Shimadzu Rf-530, Shimadzu Rf-535 in Agilent 1260 pri 
λekscitacije = 350 nm in λemisije = 520 nm.  
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3.4 Oksidativna razgradnja 
3.4.1 Razvoj postopka za oksidativno razgradnjo s H2O2 
Pripravila sem raztopine aminov s koncentracijo 10 mg/L z vodikovim peroksidom 
koncentracije 0,003 % (0,88 mmol/L), 0,015 % (4,41 mmol/L) in 0,03 % (8,82 mmol/L). 
Dnevno sem pripravila 0,3 % raztopino H2O2 iz 30 % raztopine Belinka Perkemija.  
0,003 % H2O2: Zmešala sem 50 μL 0,3 % H2O2, 10x 50 μL 1 mg/mL standardov (AGM, 
TRP,  PEA, PUT, CAD, HIS, IS, TYR, SPD, SPM) in 4,45 mL HCl. 
0,015 % H2O2: Zmešala sem 250 μL 0,3 % H2O2, 10x 50 μL 1 mg/mL standardov in 4,25 
mL HCl. 
0,03 % H2O2: Zmešala sem 500 μL 0,3 % H2O2, 10x 50 μL 1 mg/mL standardov in 4,0 mL 
HCl. 
3.4.1.1 Razgradnja H2O2 s katalazo 
Pripravila sem raztopino katalaze z raztapljanjem 1 mg katalaze Sigma-Aldrich (EC 
1.11.1.6, aktivnost 11570 enot/mg trdne katalaze; 1 enota razgradi 1 μmol H2O2/min pri 
pH 7) v 1 mL MQ vode. Za analizo sem vzela 250 μL 10 mg/L raztopine aminov z 0,003 
%, 0,015 % in 0,03 % H2O2. Vzporedno sem preverila vpliv dodatka katalaze na vse tri 
koncentracijske nivoje H2O2. Dodatno sem preverila vpliv katalaze na peroksid brez 
prisotnosti aminov. 
Katalaza najbolje deluje pri nevtralnem pH, v kislem pri pH<4 ni aktivna, v bazičnem pri 
pH>10 denaturira. 250 μL raztopine aminov s koncentracijo 10 mg/L sem najprej dodala 
25 μL nasičene raztopine Na2CO3, nato dodala 5 μL 1 mg/mL katalaze, raztopljene v MQ 
vodi in počakala 5 min. Dodala sem še preostalo nasičeno raztopino Na2CO3 in 2 M 
NaOH. Takoj ob dodatku DNS-Cl reagenta je v raztopinah s katalazo nastala zelena 
obarvanost, ki se razlikuje od običajne, rumene. Po dodatku NH3 so se raztopine z najnižjo 
koncentracijo H2O2 razbarvale, 0,015 % in 0,03 % raztopini sta ostali rahlo oranžno 
obarvani. Vse raztopine brez peroksida so postale brezbarvne. 
3.4.2 Oksidativna razgradnja SPM in SPD s H2O2 
Pripravila sem 0,003 % raztopino H2O2 s koncentracijo amina 10 mg/L po sledečem 
postopku: 50 μL 0,3 % raztopini H2O2 sem dodala 50 μL 1 mg/mL standarda SPD/SPM 
in 4,9 mL HCl. Hkrati sem pri istih pogojih pripravila še razredčene raztopine amina brez 
dodanega peroksida.  
Iz 5 mL pripravljene raztopine standarda s peroksidom sem odpipetirala po 1 mL 
raztopine in ga prenesla v centrifugirke. To sem naredila v treh paralelkah za raztopine 
SPD in SPM s peroksidom ter SPD in SPM brez peroksida. Raztopine v centrifugirkah 
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sem za 24 h pustila v grelnem bloku na 40 °C. Naslednji dan sem iz vsake centrifugirke 
odpipetirala po 250 μL raztopine in nadaljevala po postopku derivatizacije s povečano 
količino derivatizacijskega reagenta (podpoglavje 3.1.4) analizirala s HPLC-UV/FLD.  
Postopek sem ponovila še z 20 mg/L koncentracijo aminov, a so bili kromatografski 
vrhovi za razgradne produkte še vedno zelo nizkih intenzitet. Pripravila sem 50 mg/L 
raztopine SPD in SPM z dodanim 0,015 % H2O2 tako, da sem zmešala 50 μL 1,5 % H2O2 
z 250 μL 1 mg/mL standardne raztopine in 4,7 mL HCl. Za primerjavo sem pripravila 
tudi raztopine z 0,3 % H2O2. Hkrati sem pri istih pogojih pripravila še razredčene 
raztopine aminov brez dodanega peroksida. Pripravljene mešanice sem pustila za 24 h na 
40 °C v grelnem bloku. Naslednji dan sem raztopine derivatizirala po postopku, opisanem 
v podpoglavju 3.1.4 s povečano količino derivatizacijskega reagenta (600 μL) in 
analizirala s HPLC-UV/FLD.  
3.4.3 Oksidativna razgradnja SPM in SPD s KMnO4 
Pripravila sem raztopine amina SPD ali SPM koncentracije 50 mg/L s koncentracijo 
KMnO4 1,8 mmol/L po sledečem postopku: v plastično epruveto sem odpipetirala 250 μL 
standardne raztopine s koncentracijo 1 mg/mL SPD ali SPM, dodala 4,75 mL 0,4 M HCl 
in premešala. Nato sem raztopini dodala 45 μL 0,2 M raztopine KMnO4 (Kemika) in 
raztopine segrevala v grelnem bloku pri 40 °C. Vsako serijo sem derivatizirala po zgoraj 
opisanem postopku (podpoglavje 3.1.4) s povečano količino derivatizacijskega reagenta 
(600 μL). Pred segrevanjem in nato vsakih 30 min sem iz raztopine na grelnem bloku 
odvzela alikvot 250 μL raztopine za derivatizacijo ter to ponovila še osemkrat in 
analizirala s HPLC-UV/FLD, z namenom spremljanja kinetike razgradnje v štiriurnem 
časovnem okviru. 
3.5 Priprava raztopin za analize z LC-MS/MS 
Derivatizacija raztopin je potekala po običajnem postopku (3.1.4) ali s povečano količino 
derivatizacijskega reagenta, če je raztopina vsebovala peroksid. Po končani derivatizaciji 
sem vsebino mikrocentrifugirke prenesla v 15 mL centrifugirko, dodala 5 mL n-heksana 
in vsako raztopino mešala na vrtičniku 5 min. Nato sem v prvi seriji analiz (SIM I, Tabela 
7) v viale odpipetirala 1,4 mL raztopin v n-heksanu, jih posušila s prepihovanjem z 
dušikom do suhega in jih raztopila v 0,6 mL acetonitrila. S pipeto sem raztopino prenesla 
v epruveto in prilila 5 mL n-heksana. Pri kasnejših analizah (SIM II, SIM III in TIC) sem 
odvzela 3,5 mL organske faze in jo pod tokom dušika posušila do suhega v viali. 
Preostanek sem raztopila v 0,6 mL acetonitrila.  
Da bi zagotovili višje intenzitete signalov smo koncentracijo aminov povišali iz 10 mg/L 
na 50 mg/L pri 0,015 % H2O2. Pripravljene so bile raztopine posameznih aminov v treh 
paralelkah in kontrolne raztopine standardov PUT, SPD in SPM brez peroksida. 
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3.6 Parametri snemanja z LC-MS/MS v SIM in TIC načinih 
Analiza z masnim spektrometrom je potekala na instrumentu LIT Quadrupole LC-
MS/MS Mass Spectrometer 3200 Q TRAP (Applied Bioscience Sciex Instruments) s 
TurboIonSpray ionskim izvirom, sklopljenim s tekočinskim kromatografom z binarno 
črpalko in avtomatskim vzorčevalnikom (Perkin Elmer 200). Raztopino se uvaja preko 
HPLC sistema po separaciji na C18 koloni Kinetex 5μm XB-C18 100 Å 150 x 4,6 mm s 
pretokom 0,7 mL/min. Mobilna faza je bila mešanica 0,1 % vodne raztopine metanojske 
kisline in acetonitrila, nakisanega z 0,1 % metanojsko kislino. Gradient mobilne faze je 
bil enak kot na HPLC-UV-FLD (Tabela 6). Ionizacija je potekala v pozitivnem načinu 
[47]. Nastavitve potencialov za razbitje skupkov za snemanje SIM spektrov preiskovanih 
spojin (Tabela 7) so bile delno prevzete iz literature [47,48] . V TIC načinu smo spremljali 
m/z 500-1200 z DP 70-200 V. Slika 3 prikazuje preiskovane fragmente v SIM načinu 
snemanja. 
Tabela 7: DP [V] za SIM načine. Fragmenti so prikazani na Sliki 3. 
 m/z DP SIM I [V] DP SIM II [V] m/z DP SIM III [V] 
 170 200 200 170 200 
 251 50 50 251 50 
 279 50 50 279 50 
 291  50 541 80 
 323  50 563 150 
 337  50 563 80 
 360 200 200 577 80 
[DAP+H]+ 541 80 80 595 150 
[PUT+H]+ 555 80 80 867 200 
 595 150 150 1157 200 
 627  50   
[SPD+H]+ 845 150 150   
[SPM+H]+ 1135 200 200   
 
Pri iskanju produktov oksidativne razgradnje z vodikovim peroksidom smo uporabljali 
parametre, predstavljene v Tabeli 8. 
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Tabela 8: Nastavitve parametrov snemanja v TIC načinu. 
Nastavitve parametrov snemanja 
TIC spodnji začetni končni 
m/z 40 600 
DP [V] 40 100 
TIC zgornji   
m/z 500 1200 
DP [V] 70 200 
 
Na raztopinah SPD in SPM z dodanim H2O2 smo izvedli tudi pregledovanje nekaterih 
prekurzorskih ionov (Tabela 9). 
Tabela 9: Območje spremljanih mas in CE pri iskanju prekurzorskih ionov m/z 236 in 170. 
Območje spremljanih m/z Začetni m/z Končni m/z CE [V] 
Prekurzorski ion 235 220 1200 30 
Prekurzorski ion 236 220 1200 30 
Prekurzorski ion 170 150 900 20 
Prekurzorski ion 170 (SPM) 200 1200 20 
 
Pregledovanje produktnih ionov m/z 251 in 279 v raztopinah SPD in SPM s H2O2 je 
potekalo pri DP 50 V in CE 10 V. 
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Slika 3: Strukture spremljanih fragmentov v SIM načinu. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Identifikacija kromatografskih vrhov 
Pri navedenih pogojih (podpoglavje 3.2) so se posamezni biogeni amini s kolone eluirali 
pri sledečih retencijskih časih: 13,5 (in 14,0 min) signal v slepi raztopini; 15,3 min AGM; 
16,7 min TRP; 18,5 min PEA; 20,3 min PUT; 21,5 min CAD; 21,7 min HIS; 24,7 min 
1,7-diaminoheptan (IS); 27,4 min TYR; 28,9 min SPD in 32,8 min SPM (Slika 4). 
Identifikacija vrhov je potekala s pomočjo fluorescentnih signalov, ker se na UV/Vis 
detektorju pojavi več vrhov, ki so prisotni tudi v slepi raztopini. Fluorescentni detektor je 
bolj selektiven za nastale derivate in daje večji odziv. Opazila sem težavo v 
fluorescentnem signalu v predelu okoli 21,5-21,8 min, saj se je izkazalo, da HIS slabše 
fluorescira [49] in je njegov šibkejši signal (21,7 min) prisoten kot 'rama' v intenzivnem 
vrhu CAD (21,5 min). Tudi v literaturi [33,44] ta dva vrhova pri podobnih sestavah MF 
ostaneta slabo ločena, vendar je v teh člankih kvantifikacija zasnovana na vrednotenju 
signala z UV detektorja, kjer sta sicer vrhova spojin tudi pri moji metodi ločena. Nekateri 
raziskovalci so uporabljali MS detektor [33,50]. Na osnovi FLD signalov histamina ni 
možno določiti v prisotnosti kadaverina. 
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Slika 4: Kromatogram po injiciranju raztopin standardov devetih biogenih aminov, IS (1,7-
diaminoheptan) in GABA. Zgoraj je signal s FLD (λeks = 350 nm, λem = 520 nm), spodaj z UV/Vis 
detektorja (λ=254 nm). 
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4.2 Optimizacija derivatizacije 
4.2.1 Pogoji za shranjevanje derivatizacijskega reagenta 
Derivatizacijski reagent dansil klorid je v obliki živorumenega finega prahu. Reagent je 
občutljiv na svetlobo, zato se ga shranjuje v posodici iz temnega stekla. Po vsakem 
odvzemu sem reagent prepihala z dušikom in ga hranila v hladilniku na 5 °C. Pred vsako 
derivatizacijo sem si pripravila svežo raztopino reagenta v acetonu, pri raztapljanju je 
nastala živorumena bistra raztopina. Ključen parameter pri določanju, ali je trden reagent 
še vedno primeren za derivatizacijo, je bila njegova topnost. Če je pri raztapljanju nastala 
motna rumena raztopina ali je na dnu epruvete ostala bela usedlina, je to nakazovalo na 
razgradnjo reagenta. Topnost reagenta je bistveno večja (20 mg/mL, 25 °C) od 
koncentracije pripravljenih raztopin (10 mg/mL). 
4.2.2 Obstojnost raztopine derivatizacijskega reagenta 
Raztopine derivatizacijskega reagenta sem si pripravljala dnevno, saj je tudi pripravljena 
raztopina nestabilna pri sobnih pogojih. Raztopina, ki je primerna za derivatizacijo, je 
bila živo rumene prosojne barve, medtem ko je motna raztopina ali raztopina z belo 
usedlino neprimerna za derivatizacijo. Neprimerna raztopina za derivatizacijo nastane 
tudi po nekaj dneh na sončni svetlobi, ko se barva raztopine spremeni iz žive rumene v 
oranžno-rdečo. 
4.2.3 Vpliv parametrov na derivatizacijo 
4.2.3.1 Koncentracija raztopine derivatizacijskega reagenta 
Pri preiskovanju vpliva koncentracije derivatizacijskega reagenta so se nižje 
koncentracije 2, 5 in 8 mg/mL izkazale za neprimerne, saj so bili dobljeni kromatografski 
signali bistveno manjši v primerjavi z uporabo raztopine koncentracije 10 mg/mL. Pri 
koncentraciji 15 mg/mL je bila intenziteta signalov enaka, zato sem za derivatizacijo 
uporabljala raztopino s koncentracijo 10 mg/mL.  
4.2.3.2 pH raztopine 
Preverila sem vpliv medija na potek derivatizacije in intenziteto vrhov. Pripravila sem 
mešane standardne raztopine aminov v 0,4 M HCl in raztopine v vodi ter opravila 
derivatizacijo z dodatkom običajne količine 2 M NaOH (50 μL) in nasičene Na2CO3 
(75 μL). Raztopine v vodi sem derivatizirala brez dodatka baz in z dodatkom karbonata. 
Pri vseh raztopinah so se pojavili najvišji signali v nevtralnih raztopinah z dodatkom 
karbonata, nekoliko nižji v raztopini HCl z dodatkom obeh baz, najmanjši pa v 
popolnoma nevtralnem mediju. Prav tako se, glede na različen medij raztopine, pojavijo 
nekoliko različne oblike vrhov. Za nevtralne raztopine brez dodatka baz se je vedno 
pojavil dodatni vrh pri 13,0 min; v HCl po običajnem postopku pri 13,4 min. Glede na 
preliminarne rezultate je derivatizacija potekla najbolje v zmerno bazičnem mediju (Slika 
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5). Zaradi postopka priprave realnih vzorcev in ekstrakcije je bilo smiselno standardne 
raztopine aminov pripravljati v 0,4 M HCl. 
Pripravila sem nasičeno raztopino NaHCO3 in preverila podrobnejši vpliv pH na potek 
derivatizacije. Mešani standardni raztopini aminov s koncentracijo 10 in 50 mg/L sem 
pripravila v 0,4 M HCl. Derivatizacija je potekala pri pH 12,5 (75 μL Na2CO3), pri pH 
12,1 (25 μL NaHCO3), pri pH 10,1 (50 μL NaHCO3) in pri pH 9,6 (75 μL NaHCO3), kot 
je navedeno v Ben-Gigirey postopku [32].  
V kromatogramu raztopine z Na2CO3 ni bilo opaziti vrha pri 6,5 min (DNS-NH3, 
identificiran na LC-MS/MS), v kromatogramu raztopine NaHCO3 pa je bil vrh viden. 
Tako za raztopine s koncentracijo 10 mg/L kot 50 mg/L se je izkazalo, da so pri pH 9,6 
signali višji tudi do 30 %. Najvišji signali se pojavilo pri pH 9,6 (75 μL NaHCO3), najnižji 
pri pH 12,5 (75 μL Na2CO3), ostale ploščine vrhov z naraščajočim pH upadajo (Slika 6, 
Tabela 10). Zanimivo je, da v kromatogramih raztopin pri pH 12,5 in 12,1 pri 
koncentraciji aminov 10 in 50 mg/L ni opaziti intenzivnega vrha pri 6,5 min, medtem ko 
je pri pH 10,1 in 9,6 signal zelo intenziven. Tudi vizualno opažanje med reakcijo je 
skladno, saj pri pH 12,5 in 12,1 rumena barva DNS-Cl delno zbledi že pred dodatkom 
amonijaka, pri pH 10,1 in 9,6 pa ostane raztopina rumena in se razbarva šele z dodatkom 
raztopine NH3. Do tega pride, ker pri visokem pH hidrolizira večji delež DNS-Cl s 
presežnim OH-, nastane 5-(dimetilamino)naftalen-1-sulfonska kislina [51]. Reagent se 
porabi, raztopina se razbarva že pred dodatkom NH3.  
Slika 5: Vpliv pH raztopine na stopnjo derivatizacije SPD.  
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Tabela 10: Primerjava ploščin vrhov aminov glede na pH derivatizacije.  
pH PUT SPD SPM 
12,5 11533 10893 10404 
12,1 11648 11731 11923 
10,1 12546 13051 13512 
9,6 12945 13514 14124 
Glede na dobljene rezultate je dodatek 75 μL nasičene raztopine NaHCO3 najprimernejši. 
4.2.3.3 Čas derivatizacije 
Preverila sem vpliv časa derivatizacije na treh nivojih (20, 60 in 120 min). Pri 20 min so 
nastali nekoliko manjši signali kot pri 60 in 120 min, med katerima ni bilo opaziti večjih 
razlik. Odločila sem se za 60-minutni reakcijski čas. Podatki iz literature [52,53] se glede 
temperature reakcije in trajanja reakcije med seboj precej razlikujejo.  
  
Slika 6: Vpliv pH na stopnjo derivatizacije raztopine PUT, SPD in SPM. 
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4.2.3.4 Temperatura 
Preverila sem vpliv temperature na potek derivatizacije. Po dodatku derivatizacijskega 
reagenta sem raztopino pustila v grelnem bloku pri izbrani temperaturi za 1 h. Primerjala 
sem navedeno temperaturo 40 °C po postopku Ben-Gigirey in sodelavcev [32] z višjima 
temperaturama 60 in 80 °C. Iz primerjave dobljenih signalov za analite je vpliv 
temperature derivatizacije neznaten (Slika 7). Derivatizacija torej poteče v 1 h pri vseh 
temperaturah. Hitrost reakcije je večja pri višji temperaturi, kar pomeni, da bi lahko čas 
derivatizacije skrajšali. Enouren reakcijski čas je zmeren, zato sem se odločila za 
temperaturo 40 °C.  
4.2.3.5 Segrevanje in mešanje 
Reakcijo derivatizacije sem vzporedno izvedla v sušilniku in v kovinskem grelnem bloku 
pri 40 °C za 1 h. Prenos toplote je bil v sušilniku nekoliko slabši, tudi s praktičnega vidika 
je bilo reakcije lažje izvajati v grelnem bloku. Primerjala sem reakcijo pri mešani 
standardni raztopini aminov (MSR) v grelnem bloku z mešanjem, MSR v sušilniku (brez 
mešanja), MSR v bloku brez mešanja. Derivatizacija je potekla v 60 min, vendar se je že 
po 20 min slepa raztopina popolnoma razbarvala. Tudi ostale raztopine (z mešanjem) so 
postopoma bledele. V raztopini brez mešanja in v sušilniku je ostala rumena barva 
prisotna dlje časa, ker je derivatizacija potekala počasneje. Po dodatku amonijaka sta se 
Slika 7: Primerjava vpliva temperature reakcije pri enourni derivatizaciji. Višina signalov je bila 
pri vseh temperaturah enaka. 
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razbarvali tudi raztopini iz sušilnika in brez mešanja v bloku, ker se je presežen reagent 
razgradil. 
4.2.3.6 Stabilnost derivatov 
Raztopine s koncentracijo aminov 10 mg/L so bile analizirane po običajnem postopku 
takoj po derivatizaciji in ponovno po 24 in 48 h. Ploščine kromatografskih vrhov po 24 
in 48 h so bile v okviru eksperimentalne napake enake. To nakazuje, da so nastali derivati 
stabilni in je metoda primerna za analizo večjega števila vzorcev, saj se signali v 
časovnem okviru analize ne spreminjajo.  
4.2.3.7 Kromatografski vrhovi derivatizacijskega reagenta 
Za določitev kromatografskih vrhov, ki so povezani z derivatizacijskim reagentom, sem 
postopek derivatizacije izvedla z 0,4 M raztopino HCl. V HPLC-UV/FLD kromatogramu 
se do 2,0 min eluirajo spojine, ki se na koloni ne zadržujejo. Sledi vrh pri 2,5 min, ki 
najverjetneje pripada dansilsulfonski kislini, ki nastane s hidrolizo derivatizacijskega 
reagenta. Sledi intenziven vrh pri 6,5 min, ki pripada derivatu z amonijakom. Včasih se 
je po derivatizaciji (glede na pH raztopine) med 13 in 14 min pojavil en, včasih pa dva 
vrhova. Na osnovi LC-MS/MS analiz v načinu snemanja vseh ionov prvi vrh pri 12,7 min 
predstavlja m/z 279 (etilamin) (Slika 8). Drugi, manjši vrh pri 14,0 min se je pojavil le 
občasno. Spojina je bolj izrazita v bazičnih pogojih. Ta dva vrhova sta se pojavila tudi v 
kromatogramih slepe raztopine. Vrhova nista pripadala nečistotam v amonijaku, kar sem 
preverila s svežo raztopino amonijaka. Najverjetneje vrh lahko pripišemo spojini, ki je 
bila v acetonu, v katerem se je pripravljal derivatizacijski reagent. To potrdi poskus, ko 
sem amonijak (ki se ga običajno doda 1 h po dodatku raztopine dansil klorida) dodala 
hkrati z DNS-Cl. V tem primeru ni bilo vrha v območju 13-14 min. 
 
Slika 8: Kromatogram po injiciranju raztopine 0,4 M HCl po običajnem postopku derivatizacije.  
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4.3 Primerjava detektorjev za določanje derivatiziranih aminov 
4.3.1 UV/Vis detektor 
V Tabeli 11 so predstavljeni rezultati za umeritev v koncentracijskem območju 1 – 10 
mg/L (razen za putrescin 3 – 10 mg/L). Raztopine so bile pripravljene po postopku, 
opisanem v podpoglavju 3.1.3. Z UV/Vis detektorjem je na kromatogramu opazen in 
primeren za umerjanje tudi vrh za kislino GABA. Pri določanju s fluorescentnim 
detektorjem je kromatografski vrh premajhen za kvantitativno določitev. Zbrani so tudi 
RSD ploščin (Tabela 12).  
Tabela 11: Umeritvene premice za določevane amine z UV/Vis detektorjem. Umerjanje je 
potekalo v točkah 1,0; 3,0; 5,0 in 10,0 mg/L. 
Retencijski 
čas [min] Amin Konc. Območje [mg/L] Enačba premice R2 
10,9 GABA 1,0 – 10,0 y = 8,64x + 2,82 0,9951 
15,3 AGM 1,0 – 10,0 y = 1,62x + 1,23 0,9801 
16,7 TRP 1,0 – 10,0 y = 16,79x – 0,54 0,9999 
18,5 PEA 1,0 – 10,0 y = 30,16x + 1,42 0,9997 
20,3 PUT 3,0 – 10,0 y = 56,70x – 69,22 0,9982 
21,5 CAD 1,0 – 10,0 y = 48,19x – 3,12 0,9997 
21,7 HIS 1,0 – 10,0 y= 40,16x + 8,06 0,9994 
24,7 IS 1,0 – 10,0 y = 36,61x – 2,85 0,9957 
27,4 TYR 1,0 – 10,0 y = 35,65x – 0,79 0,9998 
29,2 SPD 1,0 – 10,0 y = 45,17x – 6,80 0,9997 
32,8 SPM 1,0 – 10,0 y = 35,91 – 18,38 0,9975 
 
Tabela 12: Relativni standardni odkloni ploščin za posamezne amine po injiciranju raztopin z 
različnimi koncentracijami  
 
[mg/L] AGM TRP PEA PUT CAD HIS IS TYR SPD SPM 
10 0,04 0,00 0,02 0,03 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,02 
8 0,08 0,02 0,04 0,04 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02 
5 0,03 0,00 0,04 0,03 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 
3 0,08 0,01 0,03 0,10 0,01 0,09 0,03 0,01 0,02 0,01 
1 0,08 0,04 0,02 / 0,02 0,12 0,04 0,01 0,02 0,02 
 
V Tabeli 13 so predstavljene LOD (meja zaznave) in LOQ (meja določitve), po 
definicijah LOD = 3 S/N in LOQ = 10 S/N. 
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Tabela 13: LOD in LOQ za posamezne amine z UV/Vis detektorjem. 
Retencijski 
čas [min] Amin LOD [mg/L] LOQ [mg/L] 
15,3 AGM 3,0 5,0 
16,7 TRP 0,6 1,0 
18,5 PEA 0,6 0,8 
20,3 PUT * * 
21,5 CAD 0,6 0,8 
21,7 HIS 0,8 1,0 
24,7 IS 0,6 0,8 
27,4 TYR 0,6 0,8 
29,2 SPD 0,6 0,8 
32,8 SPM 0,6 0,8 
* V kromatogramu slepe raztopine se pojavi neznan vrh pri retencijskem času putrescina, zato ni 
bilo možno določiti LOD in LOQ.  
Pri UV/Vis detektorju je odziv za analite PEA, CAD, TYR, SPD, SPM in IS linearen v 
koncentracijskem območju 0,8 – 10,0 mg/L, kar je v skladu z mejami določitve. 
4.3.2 Fluorescentni detektorji 
Podatki v literaturi [31,35] se za optimalne valovne dolžine merjenja na fluorescentnem 
detektorju med seboj razlikujejo, zato sem izvedla določitve na paralelkah standardnih 
raztopin pri različnih valovnih dolžinah vzbujanja (350, 320, 280 nm), pri čemer je bila 
λemisije vedno nastavljena na 520 nm. Bistveno največje intenzitete so se pojavile pri 
350 nm. Preverila sem, da največji signal ni posledica le časovnega zaporedja injiciranja, 
zato sem po določitvah na treh različnih nivojih zopet analizirala isto raztopino pri 350 
nm, kjer je bila intenziteta enaka prvotni in večja od preostalih dveh (torej je fluorescenčni 
signal tudi stabilen za čas izvajanja sekvence več analiz). 
4.3.2.1 Fluorescentni detektor Shimadzu Rf-530 
Detektor je imel linearen odziv v območju 0,3 – 10,0 mg/L za večino analitov. 
Podrobnejšega vrednotenja nisem izvedla. V primerjavi s fluorescentnim detektorjem 
Shimadzu Rf-535 je imel nižji šum in je bil bolj občutljiv. 
4.3.2.2 Fluorescentni detektor Shimadzu Rf-535 
Za kalibracijo z umeritveno premico sem pripravila raztopine v koncentracijskem 
območju 0,2 do 25 mg/L. Agmatina s fluorescentnim detektorjem Shimadzu Rf-535 ni 
bilo možno določati, ker zanj ni bilo možno določiti spodnje meje zaznave do 
koncentracije 25 mg/L. V Tabeli 14 so predstavljeni odzivi fluorescentnega detektorja 
Shimadzu Rf-535.  
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Tabela 14: Umeritvene premice za določevane amine s  
fluorescentnim detektorjem Shimadzu Rf-535. 
 
Retencijski 
čas [min] Amin Konc. območje [mg/L] Enačba premice R2 
16,7 TRP 5,0 - 25,0 y = 75,0x + 161,5 0,9992 
18,5 PEA 3,0 - 10,0 y = 250,8x – 45,0 0,9996 
20,3 PUT 1,0 - 10,0 y = 489,9x – 36,0 0,9997 
21,5 CAD 1,0 - 10,0 y = 474,6x – 21,4 0,9996 
24,7 IS 2,0 - 10,0 y= 369,9x – 79,29 0,9998 
27,4 TYR 8,0 - 10,0 y = 42,9x + 175,7 0,9968 
29,2 SPD 3,0 - 10,0 y =496,7x – 133,0 0,9996 
32,8 SPM 3,0 - 10,0 y = 330,1x – 123,6 0,9993 
 
V Tabeli 15 so zbrani LOD (meja zaznave) in LOQ (meja določitve), po definicijah LOD 
= 3 S/N in LOQ = 10 S/N. 
Tabela 15: LOD in LOQ za posamezne amine pri fluorescentnem detektorju Shimadzu Rf-535. 
Retencijski 
čas [min] Amin LOD [mg/L] LOQ [mg/L] 
16,7 TRP 2,0 5,0 
18,5 PEA 0,8 3,0 
20,3 PUT 0,4 1,0 
21,5 CAD 0,4 1,0 
24,7 IS 0,5 2,0 
27,4 TYR 3,0 8,0 
29,2 SPD 0,4 2,0 
32,8 SPM 0,6 2,0 
4.3.2.3 Fluorescentni detektor Agilent 1260 
Za umeritveno premico sem pripravila raztopine v koncentracijskem območju 0,05 do 
10 mg/L, s tremi ponovitvami na vsaki koncentracijski stopnji (podpoglavje 3.1.3). V 
Tabeli 16 so predstavljeni odzivi fluorescentnega detektorja Agilent 1260 v dveh 
koncentracijskih območjih, kjer je odziv za analite linearen. V Tabeli 17 so zbrani RSD 
določitve na posamezni koncentracijski stopnji za standarde.  
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Tabela 16: Umeritvene premice za določevane amine s  
fluorescentnim detektorjem Agilent 1260. 
Retencijski 
čas [min] Amin Konc. območje [mg/L] Enačba premice R2 
15,3 AGM 1,0 - 10,0 y = 1,5x 0,9934 
  0,1 - 1,0 y = 1,6x 0,9948 
16,7 TRP 1,0 - 10,0 y = 14,21x - 1,03 0,9990 
  0,1 - 1,0 y = 13,82x - 0,02 0,9986 
18,5 PEA 1,0 - 10,0 y = 30,54x - 1,11 0,9995 
  0,1 - 1,0 y= 30,46x + 0,07 0,9900 
20,3 PUT 1,0 - 10,0 y = 56,96x - 2,00 0,9995 
  0,1 - 1,0 y = 57,06x + 0,01 0,9992 
21,5 CAD 1,0 - 10,0 y = 56,89x + 3,24 0,9993 
  0,1 - 1,0 y = 56,44x - 0,13 0,9992 
24,7 IS 1,0 - 10,0 y= 49,18x - 3,35 0,9995 
  0,1 - 1,0 y = 48,62x - 0,04 0,9996 
27,4 TYR 1,0 - 10,0 y = 8,10x - 2,39 0,9994 
  0,1 - 1,0 y = 8,12x - 0,11 0,9986 
29,2 SPD 1,0 - 10,0 y = 54,30x - 0,39 0,9989 
  0,1 - 1,0 y = 50,25x - 1,79 0,9968 
32,8 SPM 1,0 - 10,0 y = 59,30x - 32,11 0,9967 
  0,1 - 1,0 y = 39,51x - 2,91 0,9805 
 
Tabela 17: Relativni standardni odklon ploščin na posameznem koncentracijskem nivoju. 
γ [mg/L] AGM TRP PEA PUT CAD IS TYR SPD SPM 
10,00 0,17 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,03 
8,00 0,05 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02 
5,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01 
3,00 0,08 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 
1,00 0,13 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,00 0,02 
0,80 0,05 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,04 
0,60 0,04 0,02 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,02 0,04 
0,40 0,02 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04 0,05 0,04 0,06 
0,20 0,07 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 
0,10 0,18 0,05 0,03 0,04 0,06 0,01 0,07 0,10 0,22 
0,08 0,34 0,01 0,03 0,01 0,01 0,01 0,03 0,02 0,04 
0,05 0,21 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,04 
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4.3.2.4 Linearno območje fluorescentnega detektorja Agilent 1260 
Fluorescentni detektor Agilent 1260 je najbolj občutljiv in omogoča detekcijo analitov v 
bistveno nižjem koncentracijskem območju kot ostala fluorescentna detektorja. Čez 
celotno določevano koncentracijsko območje 0,05 – 10,0 mg/L daje fluorescentni 
detektor Agilent 1260 linearen odziv. Območje sem za umerjanje ločila na dve področji, 
0,1 – 1,0 mg/L in 1,0 –10,0 mg/L, zaradi enakomerno porazdeljenih umeritvenih točk v 
posameznem območju.  
Ta detektor je imel zelo nizek šum, zato sta meji zaznave in določitve za kar 6 aminov 
manjši od najnižje določane koncentracije 0,05 mg/L (Tabela 18). Ostala dva amina, 
AGM in TRP, sta imela tudi pri drugih detektorjih višji meji zaznave kot ostali. 
Tabela 18: LOD in LOQ za posamezne amine pri fluorescentnem detektorju Agilent 1260. 
Retencijski 
čas [min] Amin LOD [mg/L] LOQ [mg/L] 
15,3 AGM 0,10 0,20 
16,7 TRP < 0,05 0,05 
18,5 PEA < 0,05 < 0,05 
20,3 PUT < 0,05 < 0,05 
21,5 CAD < 0,05 < 0,05 
24,7 IS < 0,05 < 0,05 
27,4 TYR < 0,05 0,08 
29,2 SPD < 0,05 < 0,05 
32,8 SPM < 0,05 < 0,05 
 
Nižje meje zaznave tega detektorja se lahko predstavi tudi z danimi razmerji S/N za amine 
pri koncentraciji 0,05 mg/L (Tabela 19). 
Tabela 19: S/N razmerja na amine pri koncentraciji 0,05 mg/L.  
  TRP PEA PUT CAD IS TYR SPD SPM 
S/N 10 22 43 40 35 6 37 48 
 
Tako optimizirana derivatizacija v kombinaciji s stabilnim detektorjem (UV/Vis ali 
fluorescentni detektor Agilent 1260) omogoča natančno in pravilno določanje vsebnosti 
vsakega od devetih biogenih aminov. Umeritvene premice so pripravljene brez interne 
standardizacije. Napake pri pripravi raztopin ter razlike v času injiciranja glede na 
derivatizacijo, naključne napake in manjše spremembe signala na detektorju ali pogojev 
derivatizacije, se lahko spremlja in upošteva z uporabo internega standarda (1,7-
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diaminoheptan). Pri analizi realnih vzorcev se pri ekstrakciji pred derivatizacijo lahko 
uporablja raztopina s koncentracijo 1,7-diaminoheptana 10 mg/L v 0,4 M HCl. Pri 
določanju z UV/Vis detektorjem je imela ploščina pod vrhom IS povprečno vrednost 
364,6; pri fluorescentnem detektorju Agilent 1260 pa 493,3. 
4.4 Oksidativna razgradnja 
4.4.1 Stabilnost derivatov in standardnih raztopin 
Pri določanju stabilnosti raztopin ločimo stabilnost razredčenih raztopin standardov 
aminov in stabilnost pripravljenih derivatov. Stabilnost derivatov sem preverila z 
injiciranjem iste raztopine po različnih časovnih intervalih, pri čemer so signali za 1. dan 
najvišji, za 2. in 3. dan pa se znižajo na ocenjenih 90 % prvotne vrednosti. Pripravljeni 
derivati so torej dovolj stabilni, da je možna analiza velikega števila vzorcev. Stabilnost 
standardnih raztopin sem preverila z analizo derivatiziranih sveže pripravljenih raztopin 
in ponovno derivatizacijo in analizo istih razredčenih raztopin, hranjenih v hladilniku ali 
na sobni temperaturi 1 teden. Signali za raztopine iz hladilnika so bili primerljivi s signali 
za sveže pripravljene raztopine (v okviru RSD). Po analizi raztopin, hranjenih pri sobni 
temperaturi, pa so bili signali nižji za 30 %.  
4.4.2 Razvoj postopka za oksidativno razgradnjo s H2O2  
Želela sem določiti razgradne produkte SPM in SPD. S tem namenom sem poskušala 
inducirati oksidativno razgradnjo v standardnih raztopinah SPD in SPM z dodatkom 
vodikovega peroksida. Ustaljenega postopka za pospešeno oksidativno razgradnjo v 
literaturi nisem našla, zato sem postopek oksidativne razgradnje optimizirala glede na 
dobljene rezultate. Pri 0,003 % masnem deležu peroksida za 10 mg/L raztopine aminov 
je prišlo do pojava novih vrhov za razgradne produkte in do znižanja signala za izhodni 
amin. Dodan H2O2 je povzročil le delno razgradnjo prisotnih aminov in ni bistveno 
vplival na derivatizacijo. Derivatizacijski reagent je bil že v osnovi dodan v presežku, 
njegovo količino sem dodatno povečala za 20 %, za kolikor sem tudi povečala dodan 
NH3, s katerim reagira presežni DNS-Cl. 
V literaturi [54] navajajo, da oksidacijo s peroksidom lahko prekinemo pri visokem pH, 
kar je bilo zagotovljeno z dodatkom NaOH in NaHCO3 pred dodatkom derivatizacijskega 
reagenta. Kljub temu se je ob dodatku DNS-Cl raztopina bolj razbarvala kot pri 
raztopinah brez peroksida. Iz živo rumenega obarvanja je postala raztopina manj 
intenzivne, a oranžne barve, pri tem se je sproščal plin O2. To je nakazovalo, da bi bilo 
bolje presežni H2O2 reducirati pred dodatkom DNS-Cl, da bi se izognila razgradnji 
reagenta. Preostanek H2O2 sem poskušala odstraniti z uporabo katalaze. 
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4.4.2.1 Razgradnja H2O2 s katalazo 
Katalaza najbolje deluje pri nevtralnem pH, v kislem pri pH < 4 ni aktivna, v bazičnem 
pri pH > 10 denaturira. V 250 μL raztopine aminov sem najprej dodala 25 μL nasičene 
raztopine Na2CO3, da sem dosegla bolj nevtralen pH, nato dodala 5 μL 1 mg/mL katalaze, 
raztopljene v MQ vodi, in počakala 5 min. Aktivnost katalaze je bilo možno opaziti z 
izhajanjem mehurčkov ob stenah mikrocentrifugirke. Pri 0,015 % in 0,03 % raztopini 
peroksida je bilo prisotno izhajanje mehurčkov O2, pri 0,003 % pa ne. Verjetno je bila 
koncentracija peroksida prenizka za opažanje vidne spremembe; prav tako mehurčki niso 
nastajali v raztopini, ki ni vsebovala dodanega peroksida. Dodala sem še preostalo 
raztopino Na2CO3 in NaOH. Takoj ob dodatku DNS-Cl reagenta se je v raztopinah s 
katalazo opazil nastanek drugačne barve od običajne. Raztopine s katalazo so bile 
zelenkasto obarvane, tiste brez katalaze so bile običajno rumene barve. Tudi razbarvanje 
raztopin s katalazo je poteklo v 5 min po dodatku, kar je bistveno hitreje od običajnega. 
Po dodatku NH3 so se raztopine z najnižjo koncentracijo H2O2 razbarvale, 0,015 % in 
0,03 % sta ostali rahlo oranžno obarvani. Vse raztopine brez peroksida so postale 
neobarvane. 
Iz primerjave rezultatov analize raztopin brez in s katalazo so bili signali v raztopinah s 
katalazo bistveno nižji, celo fluorescentni signal je bil nižji od UV signala. Tudi bazna 
linija je bila v območju okoli 30 min neobičajna. V raztopinah s katalazo se je pojavil 
neobičajen trend naraščanja ploščin vrhov vsakega od aminov razen tiramina z višanjem 
vsebnosti peroksida. Dodatek katalaze je bistveno spremenil signale standardnih raztopin 
brez dodanega peroksida in je zato neprimeren za določevanje v realnih vzorcih. 
Pojav dodatnega vrha pri retencijskem času 19,5 min in nastanek trojnih vrhov pri 
retencijskem času vrhov SPD in SPM nakazujejo, da sta SPM in SPD najbolj občutljiva 
na prisotne oksidativne pogoje, ter tako lahko delujeta antioksidativno. Pri ostalih vrhovih 
ni bilo večjih spremembe, ploščine so se za 0,003 % raztopino  H2O2 znižale do 10 % za 
AGM, PEA, PUT, CAD, HIS, IS; medtem ko sta TRP in TYR imela bolj opazno znižanje 
signala; pri višjih koncentracijah peroksida pa bistveno nižje vrhove. Znižanje UV 
signalov za AGM, TRP, PUT je bilo bistveno drugačno (približno 10 % odstopanja) od 
spremembe v fluorescentnem signalu. Za ostale (PEA, CAD, IS, TYR) je sprememba 
primerljiva (odstopanja do 5 %). 
4.4.3 Oksidativna razgradnja SPM in SPD s H2O2 
Za oksidativno razgradnjo raztopin SPD in SPM sem uporabila 0,015 % raztopino 
peroksida. Pri tej koncentraciji so bili signali za amine zadostno intenzivni, da je bilo 
spremljanje njihove razgradnje možno. 
Pripravila sem po tri paralelke raztopin SPD ali SPM s peroksidom in brez peroksida. 
Pripravljene raztopine niso vsebovala internega standarda 1,7-diaminoheptana, ker bi 
njegova prisotnost motila identifikacijo razgradnih produktov. Raztopine v centrifugirkah 
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sem za 24 h pustila v grelnem bloku na 40 °C. Naslednji dan sem raztopine derivatizirala 
po običajnem postopku s povečano količino derivatizacijskega reagenta (podpoglavje 
3.1.4). V raztopini SPD s peroksidom sta se fluorescentna signala pri 23,7 in 24,5 min 
povečala v primerjavi z raztopino brez peroksida. To bi lahko bila razgradna produkta, ki 
sta prisotna v manjši količini že v standardu, njuna signala pa sta se po razgradnji 
povečala. V raztopini brez peroksida ju na UV detektorju ni bilo možno zaznati. V 
raztopini SPM s peroksidom je nastalo več sprememb v kromatogramu, ki so bile bolj 
kompleksne. Vrh za SPD pri 28,9 min je postal dvojni. Nastali so novi vrhovi pri 31,3 in 
31,7 min, ki so se povečevali pri razgradnji. Glavni vrh pri 32,8 min se je znižal.  
Nato sem postopek ponovila z dvakrat večjo koncentracijo aminov, a so bili vrhovi za 
razgradne produkte še vedno zelo nizkih intenzitet. Pripravila sem 50 mg/L raztopine 
SPD in SPM z dodanim 0,015 % H2O2, hkrati sem pri istih pogojih pripravila tudi 
razredčene raztopine brez dodanega peroksida. Pripravljene mešanice sem pustila za 24 h 
na 40 °C v grelnem bloku. Naslednji dan sem opravila derivatizacijo pri raztopinah z višjo 
koncentracijo peroksida s povečano količino derivatizacijskega reagenta, saj preostali 
H2O2 uniči dodan DNS-Cl in bi derivatizacija potekla v manjši meri. Večji dodan 
volumen sem kompenzirala z zmanjšanjem dodanega acetona v zadnjem koraku. Kljub 
temu so bili v kromatogramu nizki vrhovi. 
V kromatogramu s fluorescentnim detektorjem razgrajenega SPD je bilo možno opaziti 
vrhove pri 19,5 min (1,3-diaminopropan); 20,3 min (PUT); 23,8 min in glavni vrh pri 
28,9 min. V prejšnjih primerih razgradnje sta bila v območju 24-25 min prisotna 2 vrhova, 
tukaj pa le en. 
V kromatogramu razgrajenega SPM je bilo možno opaziti vrhove pri 19,5 min (1,3-
diaminopropan); 21,8 min; 29,2 min (SPD); 31,3 min; 32,6 min in glavni vrh 33,0 min. 
Nekateri od teh vrhov (29,2; 32,6 in 33,0 min) so bili prisotni z manjšo intenziteto tudi v 
raztopini SPM brez dodanega peroksida. 
Iz opisanega je razvidno, da pri razgradnji z vodikovim peroksidom niso nastali značilni 
produkti, prav tako so bile težave s ponovljivostjo zaradi nizkih intenzitet vrhov nastalih 
spojin. Le vrh pri 19,5 min (1,3-diaminopropan) je bil skupen produkt pri razgradnji SPD 
in SPM. 
4.4.4 Nastanek kislin pri oksidativni razgradnji s H2O2 
V oksidacijskih pogojih bi lahko iz aminov nastale tudi kisline. Med preiskovanimi 
spojinami je najbolj raziskana GABA kislina [55,56] (γ-aminobutanojska kislina, ki nastane 
z oksidacijo PUT). Sorodno iz SPD nastane putreanin [57], iz SPM pa spermična kislina 
(Slika 9). GABA ima aminsko skupino, zato je bilo smiselno pričakovati, da bo 
derivatizirala.  
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V kromatogramu se vrh za spojino GABA pojavi pri retencijskem času 10,9 min in je 
viden z UV/Vis detektorjem, medtem ko s fluorescentnim detektorjem signala skoraj ni 
bilo možno opaziti oz. ni linearno naraščal s koncentracijo. GABA kislino sem dodala v 
preiskovane raztopine, vendar nisem potrdila prisotnosti le-te kot razgradnega produkta. 
 
4.4.5 Kinetika razgradnje s H2O2 
Pripravila sem štiri raztopine s koncentracijo 50 mg/L (SPM, SPD, SPM in SPD brez 
peroksida), da bi spremljala časovni potek razgradnje z vodikovim peroksidom. Pod 
oksidativnimi pogoji v 0,015 % raztopinah peroksida z SPD in SPM sem vsak dan 
odvzela alikvot in ga derivatizirala ter določila s HPLC-FLD Shimadzu Rf-535. Pri tem 
noben od vrhov ni smiselno naraščal, prav tako se je razgradnja nadaljevala, saj je bilo 
opaziti znižanje glavnega vrha in novonastalih vrhov. Ni bilo mogoče sklepati, ali se po 
določenem času vzpostavi stacionarno stanje ali se razgradnja neprestano nadaljuje. 
Tudi spremljanje v prvih osmih urah po dodatku vodikovega peroksida v krajših časovnih 
intervalih na vsaki dve uri odvzema je pokazalo nihanje signalov za glavni in novonastale 
vrhove. Po enem dnevu razgradnje so bili signali primerno intenzivni, zato sem takšno 
raztopino pripravila za analizo s LC-MS/MS za identifikacijo novonastalih spojin. Tako 
sem potrdila nastanek 1,3-diaminopropana in putrescina pri razgradnji spermidina ter 
nastanek 1,3-diaminopropana pri razgradnji spermina. 
4.4.6 Oksidativna razgradnja SPM in SPD s KMnO4  
Pripravila sem raztopini SPD in SPM s koncentracijo 50 mg/L ter jima dodala KMnO4. 
Predhodni eksperimenti za časovni potek razgradnje s spremljanjem nižanja glavnega 
vrha s HPLC-FLD Agilent 1260 so pokazali, da reakcija na sobni temperaturi ni izrazito 
Slika 9: Derivati kislin, ki lahko nastanejo pri oksidaciji SPD in SPM. Zgoraj od leve 
proti desni so aminopropanojska kislina, GABA in putreanin; spodaj spermična kislina. 
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potekla znotraj 1 h ter da je s segrevanjem na 40 °C opaziti bistveno znižanje signala za 
glavni vrh po 3 h. Tako sem raztopino z 1,8 mM KMnO4 segrevala na 40 °C in jo v štirih 
urah analizirala vsakih 30 min z začetkom takoj ob dodatku oksidanta. Zaradi primerjave 
oksidativne razgradnje sem dodala ekvivalentno množino KMnO4, kot v primeru H2O2. 
Iz HPLC-FLD kromatogramov sem ugotovila, da sta pri razgradnji SPD zopet v največji 
meri nastajala 1,3-diaminopropan (DAP) in PUT. Kinetika razgradnje je razvidna s Slike 
13. Potek oksidacije je bil z 1,8 mM KMnO4 bolj smiseln (Slika 10).  
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Slika 10: Možen potek razgradnje SPD do DAP in PUT. 
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4.4.7 Kvantitativna določitev nastalega putrescina pri oksidativnih razgradnjah 
Po običajnem postopku sem pripravila raztopino SPD koncentracije 50 mg/L z 0,015 % 
dodanim H2O2. Po 5 dnevih segrevanja raztopine na 40 °C sem analizirala del raztopine 
s HPLC-FLD Shimadzu Rf-535. Pri tem je bila ploščina vrha nastalega PUT nižja od 
najnižje točke umeritvene premice, zato sem koncentracijo določila s standardnim 
dodatkom. Analizirala sem raztopini z enkratnim (5 μL 10 mg/L) in dvokratnim (10 μL 
10 mg/L) standardnim dodatkom putrescina. Na tak način sem določila, da je raztopina 
vsebovala 0,2 mg/L putrescina (Slika 11). 
 
Slika 11: Graf za določitev nastalega PUT pri oksidativni razgradnji SPD s H2O2, postopek 
standardnih dodatkov. 
Z uporabo kalijevega permanganata je bilo možno spremljati nastajanje putrescina in 1,3-
diaminopropana iz spermidina ter nastajanje 1,3-diaminopropana iz spermina tekom štirih 
ur z vzorčenjem na 30 min. Analize so potekale s HPLC instrumentom, sklopljenim s 
fluorescentnim detektorjem Agilent 1260. Iz umeritvene krivulje za PUT (A=56,98*γ-
2,00) in ploščine vrha za PUT za raztopino SPD s KMnO4 sem lahko tudi kvantitativno 
določila nastali PUT (Slika 12). V primerjavi s H2O2 sem določila za red velikosti višjo 
koncentracijo nastalega putrescina.  
-50
0
50
100
150
200
250
-0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4
P
lo
šč
in
a 
vr
h
a 
za
 P
U
T
γ [mg/L]
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
0 30 60 90 120 150 180 210 240
K
o
n
ce
n
tr
ac
ija
 P
U
T 
[m
g/
L]
Čas oksidativne razgradnje (min)
Slika 12: Časovna odvisnost koncentracije PUT pri oksidaciji s KMnO4. 
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Pri spremljanju razgradnje s H2O2 ni bilo smiselnega višanja vrhov za razgradne 
produkte, prav tako se je začetni signal za izhodno spojino hitro zmanjševal. Dobljeni 
signali niso bili dobro ponovljivi in stabilni, kar nakazuje, da prisotnost vodikovega 
peroksida moti reakcijo derivatizacije in povzroča delno razgradnjo derivatizacijskega 
reagenta, ki sem jo kompenzirala z dodatkom povečane količine reagenta (20 %). 
Vodikov peroksid je oksidant, katerega reaktivnost narekuje nestabilna peroksidna vez. 
Prisotna SPD ali SPM torej nista razpadala le na glavne produkte, ampak na različne 
organske spojine, ki tudi lahko razpadejo. Možna je tudi reakcija z acetonom do aceton 
peroksida. S tega vidika je torej smiselno sklepati, da je do razgradnje s peroksidom 
gotovo prišlo, verjetno je nastalo tudi nekaj PUT in DAP, ki sem ju potrdila z MS, vendar 
nastala amina zagotovo nista stabilna v oksidativnih pogojih, zato se je signal zanju v 
večini ohranjal ali celo nekoliko znižal. 
4.4.8 Kinetika razgradnje s KMnO4 
Raztopine z dodanim KMnO4 so bile analizirane s HPLC-FLD Agilent 1260. Vrhova 
razgradnih produktov na kromatogramu sta do 90 min naraščala, nato pa se minimalno 
spreminjala, medtem ko se je glavni vrh SPD s časom še naprej zmanjševal (Tabela 20, 
Sliki 13 in 14). Močno oksidativno okolje lahko povzroči razgradnjo nastalih produktov. 
Pri razgradnji SPM sem spremljala zniževanje signala za SPM in višanje signalov za PUT 
in SPD (Tabela 21, Sliki 15 in 16). 
Tabela 20: Ploščine za DAP in PUT v 50 mg/L raztopini SPD z 1,8 mM KMnO4. 
Amin DAP PUT SPD 
Ret. čas [min] 19,5 20,3 29,0 
brez 2,8 7,4 2442,9 
0 42,5 56,0 1867,2 
30 48,4 98,2 990,4 
60 94,3 158,4 401,7 
90 104,5 179,9 206,4 
120 113,6 181,5 128,0 
150 116,2 185,9 147,0 
180 112,2 196,6 91,5 
210 93,9 175,4 116,7 
240 89,5 155,6 115,0 
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Slika 13: Graf kinetike oksidativne razgradnje spermidina z 1,8 mM KMnO4. Na levi y-osi je 
ploščina vrha za SPD, na desni y-osi pa ploščini vrhov za DAP in PUT. 
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Slika 14: Kromatogrami po injiciranju raztopin SPD po oksidaciji s KMnO4.  
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Tabela 21: Ploščine za DAP in SPD v 50 mg/L raztopini SPM z 1,8 mM KMnO4. 
Amin DAP SPD SPM 
Čas [min] 19,5 29,0 32,9 
brez 2,8 0,0 max 
0 46,1 36,4 1981,6 
30 53,2 86,9 773,6 
60 105,0 85,1 164,7 
90 114,3 60,0 63,2 
120 96,3 39,2 40,8 
150 116,0 30,7 29,6 
180 92,8 20,3 24,1 
210 102,5 19,9 24,5 
240 93,0 19,9 31,6 
 
Slika 15: Graf kinetike oksidativne razgradnje spermina z 1,8 mM KMnO4. Na levi y-osi je 
ploščina vrha za SPM, na desni y-osi pa ploščini vrhov za DAP in SPD. 
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Slika 16: Kromatogrami po injiciranju raztopin SPM po oksidaciji s KMnO4.  
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4.5 LC-MS/MS analize 
Z MS/MS detektorjem smo želeli identificirati dodatne vrhove v kromatogramih raztopin 
SPD in SPM, ki so bile izpostavljene zmernim pogojem oksidativne razgradnje (0,015 % 
H2O2) v primerjavi z raztopinami brez dodatka oksidanta. 
Pred injiciranjem v LC-MS/MS smo raztopine ekstrahirali, da smo se znebili odvečnih 
soli ter jih nekoliko skoncentrirali, da so bili primerni za analizo z LC-MS/MS. Postopek 
je opisan v podpoglavju 3.5.  
Pri prenosu metode na LC-MS/MS sistem je prišlo do spremembe retencijskih časov. 
Posamezne spojine so bile identificirane glede na masne spektre. Vrh za derivat 
amonijaka, ki je imel na HPLC-FLD kromatogramu retencijski čas 6,4 min, je imel na 
LC-MS/MS kromatogramu retencijski čas 4,2 min. Nova vrhova v raztopini SPD, ki sta 
na HPLC-FLD imela tR 19,5 min (DAP) in 20,3 min (PUT), sta imela na LC-MS/MS 
sistemu tR 17,5 min (DAP) in 18,5 min (PUT).  
4.5.1 Parametri snemanja 
Uporabljeni parametri snemanja v SIM in TIC načinu so zbrani v podpoglavju 3.6. Slika 
17 prikazuje predlagan nastanek m/z 595 in 360 fragmentov iz SPM in SPD [47]. 
Pred analizo v SIM načinu z nastavitvami DP v izvedbi SIM I smo najprej uporabili 
nastavitve iz literature [47], kjer je DP 20 V za m/z 170. Pri tem so se pri retencijskih časih 
do 15 min na kromatogramih pojavili intenzivni vrhovi. S povečanjem DP na 200 V so 
signali pri krajših retencijskih časih (pri 2 in 4 min) za m/z 170 postali bistveno nižji. Višji 
Slika 17: Razgradnja SPM do SPD in nastanek fragmentov m/z 595 in 360 z odcepom alilamina. 
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potencial za razbitje skupkov je optimalen za določanje preiskovanih aminov, medtem ko 
je bil za ostale manjše molekule s fragmenti ali skupki m/z 170 primernejši DP 20 V, zato 
se je dobljeni kromatogram bistveno spremenil s spremembo DP potenciala. To 
spremembo je dodatno podkrepilo povečanje vrha za m/z 170 pri tR 17,5 min in 28,4 min. 
4.5.2 SIM kromatogrami raztopin putrescina, spermidina in spermina 
V Tabelah 22 in 23 je z x označena prisotnost fragmentov m/z 170 in m/z 360 v 10 mg/L 
raztopinah putrescina, spermidina in spermina, določanih po SIM I parametrih (Tabela 
7). 
Tabela 22: Prisotnost fragmenta m/z 170 v raztopinah putrescina, spermidina in spermina. 
m/z  Ret. čas [min] 2,4 4,2 12,0 13,4 14,3 15,1 17,5 18,5 21,3 25,0 28,4 32,9 
170 
identifikacija 
derivata 
 NH3     DAP PUT   SPD SPM 
 putrescin x x x x x x  x x x   
  spermidin x x x x x      x  
  spermin x x x x x       x 
 
Tabela 23: Prisotnost fragmenta m/z 360 v raztopinah putrescina, spermidina in spermina. 
m/z  Ret. čas [min] 21,3 25,0 
360 
identifikacija 
derivata 
  
 putrescin x x 
 spermidin x x 
 spermin x x 
 
Glavni vrh v kromatogramu standardne raztopine putrescina ima tR 18,5 min (najbolj 
intenziven je signal m/z 555, prisotna sta tudi m/z 170 in m/z 595). V kromatogramu 
standardne raztopine spermidina je pri 17,5 min možno opaziti signal m/z 541 (DAP), pri 
18,5 min m/z 555 (PUT) in glavni vrh spermidina pri 28,4 min m/z 845. Glavni vrh v 
kromatogramu standardne raztopine spermina se je pojavil pri 33,1 min s signalom m/z 
1135. 
Iz dobljenih kromatogramov po LC-MS/MS analizi svežih raztopin SPD in SPM je glede 
na rezultate očitno, da natehtani trdni standardi niso več čiste spojine. V kromatogramih 
svežih raztopin standardov pri analizi s HPLC s fluorescentnim ali UV/Vis detektorjem 
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vrhov za razgradne produkte ni bilo možno opaziti. Masni spektrometer je bolj občutljiv 
od fluorescentnih detektorjev in omogoča doseganje nižje meje zaznave. 
4.5.3 TIC kromatogrami 
Tabela 24: Prisotnost fragmentov v TIC načinu snemanja v 50 mg/L raztopinah SPD in SPM z 
0,015 % vodikovim peroksidom. 
Ret. čas [min] 17,5 18,5 28,4 32,9 
m/z 541, 563 555, 577 845, 867 1135, 1157 
identifikacija 
derivata 
DAP PUT SPD SPM 
SPD+H2O2 x x x  
SPM+H2O2 x  x x 
 
Nastavitve TIC načina snemanja so opisane v podpoglavju 3.6. Tabela 24 z oznako x 
prikazuje prisotnost opazovanih fragmentov pri izbranih retencijskih časih. V TIC 
kromatogramih raztopine SPD z dodanim vodikovim peroksidom se je pri retencijskem 
času 17,5 min pojavil nov vrh z najbolj intenzivnima m/z 541 in 563. Razlika je 22 Da, 
kar nakazuje na m/z protoniranega molekulskega iona [M+H]+ 541 in adukta spojine z 
Na+ [M+Na]+ 563. Pri 18,5 min sta najbolj intenzivna m/z 555 in m/z 577, ki glede na 
retencijski čas in molsko maso ustrezata putrescinu. Glavni vrh za SPD se je pojavil pri 
času 28,4 min s signalom m/z 845 [SPD+H]+ in m/z 867 [SPD+Na]+.  
Za raztopino SPM z vodikovim peroksidom sta se pri enakem času 17,5 min pojavila 
signala m/z 541 in m/z 563, kot v raztopini SPD. Pri 28,4 min sta se pojavila m/z 845 in 
867, kar ustreza masi SPD. Glavni vrh za SPM se je pojavil pri 32,9 min s signalom m/z 
1157 [M+Na]+ in 1135 [M+H]+. 
V TIC načinu snemanja spremljamo ionske tokove vseh m/z v opazovanem širšem 
območju m/z, medtem ko v SIM načinu spremljamo le izbrane m/z. Zaradi večje 
selektivnosti SIM načina in bistveno nižjega ionskega toka ozadja je ločljivost SIM 
načina veliko večja. V našem primeru iskanja neznanih produktov je bil TIC način 
snemanja primeren za začeten pregled, vendar se je izkazalo, da so nastali produkti 
prenizkih koncentracij za določanje njihovih psevdomolekulskih mas v TIC načinu. 
4.5.4 Potrditev nastalega putrescina 
V raztopini SPD je pri razgradnji z vodikovim peroksidom nastala spojina z vrhom pri 
18,5 min, ki je po retencijskem času ustrezal putrescinu. Tudi masni spekter tega vrha v 
TIC načinu je pokazal m/z 555 in 577, ki ustrezata psevdomolekulskemu ionu putrescina 
in aduktu putrescina z natrijevim ionom. Nekaj dvoma je povzročalo spremljanje signala 
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m/z 555 v SIM načinu, saj so se znatni vrhovi zanj pojavili tudi pri 4,2 min. Zato smo 
raztopino analizirali še z določanjem produktnega iona m/z 555 pri trkovni energiji 70 V. 
Izkazalo se je, da produktni ioni m/z 555 pri 4,2 min kaže le naključne mase, pri spojini z 
retencijskim časom 18,5 min pa je m/z 555 fragmentiral po enakem vzorcu, kot je 
fragmentiral PUT v sveži standardni raztopini. 
To velja tudi za spojino z enakim retencijskim časom za raztopino SPM z dodatkom H2O2. 
V TIC kromatogramu raztopine SPD se je pri 17,5 min pojavil signal za m/z 541. Glede 
na potrditev PUT pri retencijskem času 18,5 min in ujemanje m/z sem želela potrditi, da 
se je pri tR 17,5 min eluiral 1,3-diamino propan, ki je od putrescina krajši za eno 
metilensko skupino. 
4.5.5 Prekurzorski ioni m/z 170 
Iskanje prekurzorskih ionov m/z 170 v raztopinah z dodanim vodikovim peroksidom je 
uporabno, ker praktično vsi derivati aminov fragmentirajo do m/z 170. Z iskanjem 
prekurzorskih ionov bi lahko poiskali, iz katerih m/z izvirajo spojine, ki so reagirale z 
dansil kloridom. Tako bi lahko ugotovili mase neznanih oksidacijskih produktov, ki so se 
derivatizirali. Tabela 25 prikazuje ugotovitve.  
Tabela 25: Izvor m/z 170 v raztopinah SPD in SPM z dodanim vodikovim peroksidom. 
Ret. čas [min] PrecIon 170  
12,0 279 Et-NH2 
17,5 541 DAP 
18,5 555 PUT 
19,6 303  
20,9 500  
 
4.5.6 SIM kromatogrami 
Tabela 26 z oznako x prikazuje prisotnost fragmentov v vrhovih na masnih 
kromatogramih raztopin z vodikovim peroksidom. 
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Tabela 26: Prisotnost fragmentov v SIM I načinu snemanja pri 50 mg/L raztopinah SPD in SPM 
z 0,015% vodikovim peroksidom. 
Ret. čas [min] 4,2 12,0 13,4 17,5 18,5 22,4 28,4 32,9 
m/z 251 279 251 
170, 
541 
170, 
555 
170 
170, 
360,  
845 
170, 
360, 
1135 
identifikacija 
derivata 
NH3 Et-NH2  DAP PUT  SPD SPM 
slepa 
raztopina 
x x x      
SPD+H2O2 x x x x x  x  
SPM+H2O2 x x x x  x x x 
 
Na SIM kromatogramu slepe raztopine s parametri, navedenimi v SIM I načinu, je m/z 
251 pri 4,2 min in pri 13,4 min ter m/z 279 pri 12,0 min. Vrh pri 13,4 min je bil za 
raztopine po oksidativni razgradnji bistveno višje intenzitete. 
Tako sem primerjala raztopine, ki so bile izpostavljene oksidacijskim pogojem en dan in 
tri dneve. Med njihovimi kromatogrami ni bilo opaziti bistvenih razlik v intenzitetah 
signalov. 
4.5.7 Produktni ioni m/z 251 (DP 50 V, CE 10 V) 
Pri nekaterih raztopinah se je v SIM načinu snemanja po intenzivnem vrhu za m/z 279, 
pojavil pri 13,4 min še dodaten vrh m/z 251. Derivat amonijaka z m/z 251 se je predvideno 
eluiral pri 4,2 min, zato smo želeli preveriti, ali sta spojini enaki. Produktni ioni m/z 251 
pri 4,2 min so m/z 236, 171 in 157, kar ustreza predvideni spojini derivata amonijaka. Pri 
13,4 min je nastal le fragment z m/z 157. Spektra sta bila različna, torej sta eluirani spojini 
različni. Možno je sklepati, da signal za m/z 251 pri 13,4 min pripada neki drugi spojini 
ali skupku z m/z 251, ki ni derivat amonijaka. 
4.5.8 Produktni ioni m/z 279 za SPD in SPM (DP 50 V, CE 10 V) 
Signal za m/z 279 se pojavi v vseh raztopinah standardov in tudi v slepi raztopini. Pri 12,0 
min je kot produktni ion m/z 279 nastal fragment m/z 264. Razlika 15 Da ustreza odcepu 
metilne skupine -CH3 in se sklada s predlogom etilamina. Opazna sta bila tudi m/z 170 in 
m/z 157 v spektru produktnih ionov. V primerjavi z referenčnim EI spektrom dansila je 
tudi fragmentacijski vzorec zelo podoben. Spojina z m/z 279 prav tako ni izvirala iz filtra, 
ker jih pri pripravi raztopin za analize z LC-MS/MS nismo uporabili.  
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4.5.9 Iskanje drugih oksidacijskih produktov s TIC in SIM snemanjem 
Poleg 1,3-diaminopropana in putrescina smo želeli poiskati še druge oksidacijske 
produkte pri razgradnji spermidina in spermina z vodikovim peroksidom v načinu TIC 
(Tabela 8). S SIM II nastavitvami  smo iskali tudi m/z 291 (propenaminski derivat, Slika 
18) ter m/z 323, za GABA m/z 337 in za putreanin m/z 627, ki ustrezajo derivatom 
karboksilnih kislin, ki bi lahko nastale v raztopini. Zaradi prisotnosti karboksilnih skupin 
je ionizacija v ESI+ načinu otežena. Tako je bilo spremljanih 14 ionov hkrati (SIM II, 
Tabela 7), čas merjenja vsakega izmed njih pa se je skrajšali s 100 ms na 80 ms. Zaradi 
krajšega časa snemanja nekaterih ionov ni bilo opaziti (m/z 541 in 555), čeprav je bila 
njihova prisotnost že potrjena. To smo dodatno potrdili s ponovno SIM analizo istih 
raztopin z manjšim številom ionov (SIM I, Tabela 7). Pogosto je prišlo pri ionizaciji do 
tvorbe aduktov molekulskega iona z Na+, zato je bil posnet tudi SIM s spremljanjem 
[M+Na]+ (SIM III, Tabela 7). 
4.5.10 Povzetek ugotovitev za raztopino SPD s H2O2 pri analizi z LC-MS/MS 
Ključne ugotovitve in opažanja so zbrane na Slikah 18 in 19. 
Najintenzivnejši vrh v TIC kromatogramu je bil dvojni vrh med 4-5 min. TIC za prvi vrh 
pri 4,6 min je pokazal m/z 251236171157, kar je ponovno potrdilo, da je eluirana 
spojina derivat amonijaka. Pojavil se je tudi vrh m/z 170. Prekurzorski ion m/z 170 je pri 
4,6 min m/z 251, pri 4.9 min pa m/z 375. To nakazuje, da gre za dve različni spojini. 
Prekurzorski ion m/z 235 je bil pri 4,9 min ponovno m/z 375. Pri 4,9 min se je v SIM 
pojavil m/z 541, ki je prisoten tudi v slepi raztopini in ga obravnavamo kot del ozadja. 
Vrhove m/z 170 in m/z 360 povezujemo s fragmenti, ki so posledica fragmentacije 
derivatiziranih spojin in lahko delujejo kot pokazatelj novonastalih spojin v primerjavi z 
raztopino brez peroksida (Tabela 27).  
Tabela 27: Pojav m/z 170 in m/z 360 v raztopini SPD z vodikovim peroksidom. 
Ret. čas 
[min] 
4,8 6,3 7,2 9,3 11,8 SPD 27,7 
m/z 170 360 170 360 170 360 170 360 170 360 170 360 
SPD           x x 
SPD + H2O2 x x x x x  x x x x x x 
 
V TIC masnem spektru vrha pri 6,3 min je m/z 274256 (razlika 18 Da lahko ustreza eni 
molekuli vode). Vrh pri 7,2 min je sicer nizke intenzitete, a je v spektru prisoten m/z 323, 
ki lahko ustreza Dns-NH-CH2-CH2-COOH [M+H]
+. Intenziteta tega signala se je 
nekoliko zvišala v primerjavi z raztopino brez dodanega vodikovega peroksida. Vrh pri 
9,3 min je ustrezal m/z 627 (TIC in prekurzor m/z 235 sta pokazala m/z 624). Pri 11,8 min 
se je pojavil precej intenziven vrh za m/z 279. Intenziteti signala za m/z 279 in 627 sta se 
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znatno povišali v raztopini SPD s H2O2 v primerjavi s standardno raztopino SPD. Za m/z 
279 lahko potrdimo prisotnost iz prekurzorja m/z 235 in m/z 170. Na TIC kromatogramu 
so prisotni m/z 279264171157, kar potrjuje prisotnost metilne skupine na derivatu.  
Nato je v kromatogramu sledil manjši vrh pri 13,2 min z m/z 251, ki bi lahko ustrezal 
DNS-OH (sicer [M+H]+ m/z 252). Naslednja sta bila vrhova za 1,3-diaminopropan 
([M+H]+ m/z 541, [M+Na]+ m/z 563) in putrescin ([M+H]+ m/z 555, [M+Na]+ m/z 577) s 
primerljivo velikimi ploščinami za raztopino brez in s peroksidom. 1,3-diaminopropan se 
je pojavil pri 17,5 min, kar lahko potrdimo s prekurzorjem m/z 235. Putrescin se je eluiral 
pri 18,5 min. Ploščini vrhov za 1,3-diaminopropan in putrescin sta se v raztopini s 
peroksidom celo nekoliko zmanjšali. Kromatografski vrh za spermidin se je pojavil pri 
27,7 min in je v raztopini s peroksidom znatno upadel. Prekurzorski ion m/z 170 je 
pokazal m/z 423, kar ustreza dvakrat nabiti molekuli derivata spermidina [SPD+2H]2+.  
Iskane m/z 323 za GABA kislino in m/z 627 za putreanin je možno opaziti kot signale 
zelo nizkih intenzitet, ki ne dajejo dodatnih strukturnih informacij za potrditev identitete 
morebitnih nastalih spojin. Dvom postane večji ob pojavu m/z 627 za putranin pri tR 9,3 
min, saj ima putreanin dve aminski skupini, ki lahko derivatizirata, torej naj bi se eluiral 
za ostalimi krajšimi diamini. Nastajanje GABA kisline smo preverili tudi s standardnim 
dodatkom k raztopinam po oksidativni razgradnji, vendar se vrh za GABA ni ujemal z 
nobenim od že obstoječih vrhov. Na tem mestu je pomembno tudi povedati, da je imela 
GABA kislina manjši odziv kot amini. Linearen je bil le na UV detektorju.  
4.5.11 Povzetek ugotovitev za raztopino SPM s H2O2 pri analizi z LC-MS/MS 
Ključne ugotovitve in opažanja so zbrane na Sliki 20. 
Začetni del kromatograma je bil zelo podoben kromatogramu SPD. V masnem 
kromatogramu se je pri 12,0 min tudi za raztopino SPM z H2O2 povečal signal za m/z 
279.  
Pri 17,5 min se je pojavil vrh za 1,3-diaminopropan s signaloma za m/z 541 in 563. 
Prekurzor m/z 235 je pokazal izvor iz m/z 541 (TIC je pokazal m/z 
687665579563541, verjetno je šlo za razbitje skupkov). Pri 18,5 min (tudi v 
raztopini brez vodikovega peroksida) in 19,4 min se je pojavil vrh z m/z 170, kar nakazuje 
na možno prisotnost razgradnega produkta. Pri 25,9 min se je pojavil vrh z m/z 291. Pri 
27,7 min je bil signal za SPD prisoten tudi v raztopini brez peroksida, ki je v raztopini s 
peroksidom petkrat upadel. Zelo verjetno je, da pride tudi do razgradnje nastalega SPD. 
Vrh za spermin se je pojavil pri 32,7 min s signaloma m/z 1157 in 1135 in se je v raztopini 
s peroksidom zmanjšal za 99 %. V raztopini brez peroksida se je za prekurzorski ion m/z 
170 izkazal m/z 568, kar ustreza dvakrat nabiti molekuli derivata spermina [SPM+2H]2+. 
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Slika 18: TIC raztopine SPD s H2O2 podprt z informacijami iz snemanja produktnih in 
prekurzorskih ionov od 4 do 13 min. 
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Slika 19: TIC raztopine SPD s H2O2 podprt z informacijami iz snemanja produktnih in 
prekurzorskih ionov od 11 do 33 min. 
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Slika 20: TIC raztopine SPM s H2O2 podprt z informacijami 
iz snemanja produktnih in prekurzorskih ionov. 
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4.6 Vpliv filtrov 
Pri razgradnji SPD sta pogosto nastali dve spojini z vrhoma pri 23,7 in 24,5 min, ki se pri 
razgradnji SPM nista pojavila. Pri paralelkah, ki sem jih ekstrahirala in nisem filtrirala z 
0,45 µm najlonskim filtrom Chrom4, teh vrhov ni bilo, zato sem pomislila, da morda 
izhajata iz filtra. Edina razlika v postopku je pri dodatnem koraku ekstrakcije z n-
heksanom pred derivatizacijo. Možno je, da heksan ni primerno topilo za ekstrakcijo 
nastalih spojin, ali pa sta bili spojini v prenizki koncentraciji.  
Isto raztopino SPD in SPM sem filtrirala čez najlonski filter, ki sem ga vedno uporabljala, 
0,45 µm PET filter (Macherey-Nagel) in 0,45 µm teflonska filtra (Supelco in Restek). 
PET je polimer etilentereftalata, ki lahko fluorescira in bi lahko pojasnil nekatere dodatne 
vrhove na kromatogramu. Tudi v najlonskih filtrih so lahko prisotni tereftalati kot 
mehčalci plastike. Teflonski filtri naj bi bili najbolj stabilni, zato nisem pričakovala 
dodatnih vrhov. Glede na primerjane kromatograme teh raztopin, filtriranih z različnimi 
filtri, ni bilo opaziti bistvenih razlik med njimi, pri vseh so se pojavili dodatni vrhovi za 
raztopine s peroksidom. Vrhovi pri razgradnji s H2O2 so bili zopet neponovljivi. 
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5 Zaključek 
V sklopu magistrskega dela sem se osredotočala na optimizacijo derivatizacijskih 
pogojev z dansil kloridom (koncentracija derivatizacijskega reagenta, čas derivatizacije, 
pH in temperatura) za določanje biogenih aminov (AGM, TRP, PEA, PUT, CAD, HIS, 
TYR, SPD in SPM) s tekočinsko kromatografijo. Uvedba aromatske dansilne skupine 
poveča molekulsko maso določevanih aminov in poveča njihovo hidrofobnost, da med 
spojinami pride do ločbe na reverzno-fazni koloni C18. Kromatografska metoda traja 
40 min, in medtem pride do uspešne ločbe vseh biogenih aminov. Za elucijo sem 
uporabila mobilno fazo iz mešanice acetonitrila in vode. Optimizirana metoda za 
določanje devetih biogenih aminov je selektivna in ponovljiva. Meja določitve pri 
sklopitvi s fluorescentnim detektorjem je za vseh devet določevanih biogenih aminov 
nižja od 0,20 mg/L. Z vidika praktičnosti za analizo večjega števila raztopin je metoda 
ustrezna, ker so pripravljeni derivati stabilni do 3 dni po derivatizaciji brez znatnega 
znižanja signalov. Med raziskovalnim delom sem primerjala tri različne fluorescentne 
detektorje, ki so se razlikovali po območju linearnega odziva in meji zaznave. Za analizo 
je najprimernejši fluorescentni detektor Agilent 1260, saj ima v celotnem območju  
delovanja 0,1 – 10 mg/L linearen odziv. Za nekatere biogene amine je odziv pri 
koncentraciji nižji od 0,05 mg/L še vedno večji od 10-kratnega razmerja S/N.  
Preučevala sem tudi oksidativno razgradnjo spermina in spermidina, vključno z 
identifikacijo nastalih spojin. V literaturi se je pojavilo nekaj navajanj, da imata SPM in 
SPD v celicah antioksidativne lastnosti[1,11,58,59], kar bi pomenilo, da se pri izpostavitvi 
(blagim) oksidacijskim pogojem preferenčno razgradita in tako zaščitita preostale 
pomembne biološko aktivne spojine. Razgradnja s peroksidom poteka po nepredvidljivih 
mehanizmih, zato ni bilo možno spremljati kinetike nastajanja enega ali dveh izrazitih 
produktov. Raztopine spermina in spermidina sem izpostavila H2O2 s koncentracijo 0,015 
%. Raztopine sem po enem dnevu pri 40 °C derivatizirala in ekstrahirala s heksanom ter 
rekonstruirala v acetonitrilu. Tako pripravljene raztopine spermidina s peroksidom, 
spermina s peroksidom, spermidina brez peroksida in spermina brez peroksida sem 
analizirala z LC-MS/MS v SIM in TIC načinu snemanja. S preiskovanjem prekurzorskih 
in produktnih ionov sem uspela potrditi identiteto nastalega 1,3-diaminopropana in 
putrescina. 
Z 1,8 mM kalijevim permanganatom je razgradnja potekala bolj predvidljivo. Glavna 
produkta razgradnje spermidina sta bila 1,3-diaminopropan in putrescin, zato sem lahko 
s fluorescentnim detektorjem spremljala njuno nastajanje. Iz spermina sta nastajala 
putrescin in spermidin. Razgradnjo sem spremljala štiri ure z vzorčenjem na 30 min. 
Možno je, da pri reakciji nastajajo v nizkih koncentracijah tudi drugi oksidacijski 
produkti, kot so kisline in aldehidi, vendar tovrstna reakcija ni selektivna, zato je možnih 
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produktov veliko. Prav tako tudi nastale spojine niso odporne za oksidacijo in se po 
določenem času tudi same razgradijo.  
Na osnovi identificiranih spojin, ki nastanejo pri oksidaciji raztopin spermidina in 
spermina, ni možno potrditi antioksidativnih lastnosti. Za natančnejše teste bi bilo 
potrebno opraviti in vivo teste za antioksidativne lastnosti. 
Glede vloge poliaminov obstaja nekakšna dvojnost. Pri bolnikih z rakom ali razvitimi 
kognitivnimi boleznimi zaradi pospeševanja celične delitve lahko negativno vplivajo na 
zdravje. Po drugi strani poliamini zmanjšujejo pojav srčno žilnih-obolenj, upočasnjujejo 
staranje, podaljšujejo življenjsko dobo in delujejo antioksidativno.  
Dosedanje raziskave včasih ne posvečajo dovolj pozornosti, za katerega od specifičnih 
poliaminov (najpogosteje putrescin, spermidin ali spermin) veljajo opažanja. Pri 
raziskovanju vloge vsakega poliamina je torej ključnega pomena selektivna analizna 
metoda za določanje. Biogeni amini med seboj niso neodvisni, v organizmih prevladujejo 
encimsko katalizirane reakcije, ki omogočajo pretvorbe med njimi. Najprej bi bilo 
potrebno razjasniti funkcijo posameznega amina, ker je, glede na raven koncentracije 
posameznega poliamina, lahko delovanje zelo različno. V magistrskem delu sem uspela 
dokazati, da pretvorbe med biogenimi amini niso omejene na encimske reakcije, vendar 
potekajo tudi pri oksidativni razgradnji. S spreminjanjem pogojev in drugimi tehnikami 
bi lahko poskušali potrditi še druge produkte in natančneje preverili trditve o 
antioksidativnih lastnostih poliaminov. 
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